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Les lymphocytes T (LT) γδ présentent une hétérogénéité structurelle et fonctionnelle 
et forment un pont entre l’immunité innée et adaptative. Ils comprennent notamment les LT 
Vγ9Vδ2, qui représentent 1 à 5% des LT circulants, proportion qui peut rapidement croître en 
réponse à un stress (inflammation, infection ou cancer). Les LT Vγ9Vδ2 sont très 
cytotoxiques et produisent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires. Ces fonctions sont 
permises suite à la reconnaissance d’antigènes non peptidiques par leur TCR, appelés 
phosphoantigènes (PAgs), de façon indépendante des molécules du CMH. Différentes 
études ont montré que les LT Vγ9Vδ2 sont capables de tuer un large panel de cellules 
tumorales provenant de cancers solides et hématologiques, mais cet effet est limité par 
l’apparition d’anergie. 
 
Leur activation est médiée par différentes protéines, notamment les butyrophilines 
(BTN) BTN2A1 et BTN3A1, formant un complexe autour du TCR Vγ9Vδ2 et permettant la 
reconnaissance du PAg. D’autres acteurs interviennent également pour réguler ce 
mécanisme comme le transporteur ABCA-1 ou encore la protéine RhoB. 
 
Dès lors que le rôle de RhoB dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par des cancers 
solides n’est pas clairement défini, le premier objectif de mes travaux de thèse visait à 
préciser davantage ce mécanisme, grâce à un modèle in vitro de cancer du poumon. Par 
ailleurs, les LT Vγ9Vδ2 présentent la faculté originale mais peu étudiée de pouvoir s’activer 
en l’absence de cellule cible. Ainsi, l’objectif de la seconde partie de mes travaux de thèse 
était de caractériser cette « self-activation ».  
 
L’ensemble de ces résultats soulignent l’importance de la compréhension du 








γδ T lymphocytes (TL) exhibit structural and functional heterogeneity and form a 
bridge between innate and adaptive immunity. They include in particular Vγ9Vδ2 TL, which 
represent 1 to 5% of circulating TL, a proportion which can quickly increase in response to 
stress (inflammation, infection or cancer). Vγ9Vδ2 TL are very cytotoxic and produce many 
proinflammatory cytokines. These functions are enabled following the recognition of non 
peptide antigens by their TCR, called phosphoantigens (PAgs), independently of the MHC 
molecules. Various studies have shown that Vγ9Vδ2 TL are capable of killing a large panel of 
tumor cells from solid and hematological cancers, but this effect is limited by the appearance 
of anergy. 
 
Their activation is mediated by various proteins, in particular the butyrophilins (BTN) 
BTN2A1 and BTN3A1, forming a complex around the TCR Vγ9Vδ2 and allowing recognition 
of PAg. Other actors also intervene to regulate this mechanism; like the ABCA-1 transporter 
or RhoB protein. 
 
Since the role of RhoB during the activation of Vγ9Vδ2 TL by solid cancers is not 
clearly defined, the first objective of my thesis was to further clarify this mechanism, using an 
in vitro model of lung cancer. In addition, the Vγ9Vδ2 TL have the original but little studied 
ability to be activated in the absence of target cell. Thus, the objective of the second part of 
my thesis was to characterize this "self-activation". All of these results underline the 
importance of understanding the complex mechanism of activation of LT Vγ9Vδ2 to improve 
their efficacy in the clinic. 
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L’utilisation de l’immunothérapie dans les cancers est en pleine expansion depuis 
plusieurs dizaines d’années. Cette explosion est en partie due à la découverte majeure de 
points de contrôles immunitaires appelés immune checkpoint receptors et donc au 
développement d’anticorps monoclonaux bloquants ces points de contrôles. Les thérapies 
ciblant les molécules cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) et programmed 
cell death protein-1 (PD-1) ont démontré des réponses objectives dans les mélanomes, les 
cancers du rein et du poumon. Cependant certains patients atteints de ces pathologies 
restent réfractaires à ces thérapies. De nombreux acteurs du système immunitaire ont été 
identifiés comme participant à l’immunité anti-tumorale, notamment les lymphocytes. 
 
Historiquement, mon équipe d’accueil s’est particulièrement intéressée à l’implication 
des lymphocytes T γδ dans la réponse immunitaire anti-tumorale et a été l’une des 
pionnières dans la conduction d’essais thérapeutiques utilisant cette approche. Au cours de 
mes travaux de thèse, nous nous sommes intéressés aux mécanismes d’activation des 
lymphocytes T γδ dans les cancers, notamment via l’implication d’une Rho GTPase appelée 
RhoB et identifiée par nos collaborateurs comme pouvant participer à l’activation de ces 
lymphocytes par les phosphoantigènes. 
 
Ce manuscrit de thèse doctorale, clôturant également mes études de pharmacie, est 
composé d’une introduction comportant deux grandes parties. La première partie de 
l’introduction décrit les principaux effecteurs de l’immunité anti-tumorale et les mécanismes 
de la réponse immunitaire. La seconde partie présente les caractéristiques des lymphocytes 
T Vγ9Vδ2 et leur place dans l’immunité anti-tumorale. La suite du manuscrit comporte les 
résultats obtenus au cours de ma thèse doctorale, composée de deux parties. La première 
partie des résultats présente le rôle de RhoB dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les 
phosphoantigènes, sous forme d’un article scientifique publié. La seconde partie des 
résultats étudie la capacité originale des LT Vγ9Vδ2 à s’activer sans l’aide des cellules 
cibles. Enfin, une partie discussion conclue le manuscrit afin de commenter les résultats 
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PARTIE I. Principaux effecteurs de l’immunité anti-tumorale 
et mécanismes de la réponse immunitaire 
 
 
Le système immunitaire comprend un ensemble de cellules et de tissus assurant 
l’immunité de l’organisme, afin de le protéger contre des agressions microbiennes ou 
tumorales. On oppose classiquement l’immunité innée et l’immunité adaptative, impliquant 
chacune des acteurs différents et présentant des caractéristiques propres (Tableau 1). A la 
frontière de ces deux volets, on retrouve les lymphocytes T (LT) non conventionnels, dont les 
lymphocytes T γδ, qui possèdent des caractéristiques communes à l’immunité innée et 
adaptative. 
Tableau 1 : Principales caractéristiques des réponses immunitaires innées et adaptatives. 
 
Le chapitre suivant présente succinctement les principaux effecteurs impliqués dans 
l’immunité anti-tumorale innée et adaptative, ainsi que les différentes étapes aboutissant à la 
réponse immunitaire. Les différentes cellules immunitaires décrites ci-après participent à la 
réaction immunitaire anti-tumorale via la reconnaissance des antigènes tumoraux. Les LT γδ, 
qui font l’objet de cette étude, seront plus longuement détaillés dans la partie II de 
l’introduction de ce manuscrit. 
 
I.I. Principaux effecteurs de l’immunité anti-tumorale innée 
 
L’immunité innée se caractérise par une mobilisation rapide de divers acteurs 
cellulaires et constitue une première ligne de défense pour le système immunitaire (Tableau 
1). Ses modes d’action sont invariables et non adaptables. Les cellules de l’immunité innée 
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interviennent rapidement dans la réponse immunitaire et de façon non spécifique contre les 
cellules tumorales, reconnues comme anormales pour l’organisme, sans engendrer de 
mémoire immunologique. Il existe trois principaux types de cellules immunitaires sentinelles 
de l’immunité innée : les macrophages résidents, les mastocytes et les cellules dendritiques 
(DC) immatures, qui sont toutes qualifiées de cellules présentatrices d’antigènes (CPA) 
grâce à leur capacité de présentation antigénique. D’autres cellules immunitaires impliquées 
dans l’immunité innée anti-tumorale sont dites circulantes : les Natural Killers (cellules NK), 
les monocytes, les neutrophiles, les éosinophiles, les basophiles et les innate lymphoid cells. 
Dans cette sous-partie du manuscrit, nous décrirons un type de CPA, les DC, afin de 
présenter la notion de signaux de danger impliqués dans la réponse immunitaire anti-
tumorale et le processing de l’antigène tumoral. Puis nous décrirons un type de cellules 
circulantes, les cellules NK, qui participent à l’immunité innée et partagent de nombreuses 
caractéristiques communes avec les LT γδ. 
 
I.I.A. Les cellules dendritiques 
 
Les DC, découvertes par Paul Langerhans puis caractérisées par Steinman en 1973, 
sont des cellules rares présentant des dendrites. Comme les autres CPA, elles vont capturer, 
transporter, processer et présenter les antigènes aux cellules T 1. Il s’agit d’une population 
hétérogène ayant une origine myéloïde ou lymphoïde, dont le marqueur caractéristique est 
DC-SIGN. Elles sont présentes dans les tissus sous un état immature et dans les organes 
lymphoïdes secondaires sous un état mature. A l’état immature, les DC vont être de 
véritables sentinelles puisqu’elles vont en permanence échantillonner l’environnement 













Figure 1 : Devenir des DC dans les nœuds lymphatiques drainants. 2 
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Comme indiqué sur ce schéma, les DC vont diriger les différents types de réponses 
des lymphocytes T dans l’organisme. En effet, elles participent à la sélection négative dans 
le thymus, à la mise en place de la tolérance périphérique ou encore à l’initiation de la 
réponse effectrice et mémoire des lymphocytes T. Si l’antigène chargé par la DC est un 
antigène du soi, elle va migrer sous forme quiescente dans les organes lymphoïdes 
secondaires pour maintenir la tolérance périphérique. Les dommages tissulaires et 
l’inflammation provoqués par un cancer vont en revanche activer les DC et entrainer 
l’augmentation de leur migration dans le tissu lymphoïde, dans lequel ils signalent aux 
lymphocytes T la présence d’un antigène étranger amorçant une réponse immunitaire. En 
effet, les DC reconnaissent des signaux de danger appelés PAMPs (Pathogen-Associated 
Molecular Patterns) ou DAMPs (Danger-Associated Molecular Patterns) exprimés par les 
pathogènes et les cellules cancéreuses via leurs récepteurs PRRs (Pattern-Recognition 
Receptors). Parmi les PRRs, les plus connus sont les TLRs (Toll-Like receptors) dont il 
existe différents sous-types (Figure 2). 
Figure 2 : Principales DC humaines reconnaissant différents TLRs. 3 
 
Ce schéma représente les différents types de DC humaines, exprimant différents TLR 
à leur surface, leur permettant de détecter des motifs moléculaires de danger provenant par 
exemple d’agents pathogènes. Lorsque les PRRs sont activés sur les DC, ces dernières vont 
endocyter l’élément dangereux puis subir une phase de maturation entraînant des 
modifications phénotypiques, fonctionnelles et morphologiques. En effet, elles perdent 
l’expression des récepteurs d’endocytose et des récepteurs aux chimiokines périphériques : 
CCR1, CCR2 et CCR5. Parallèlement, elles acquièrent le récepteur d’adressage 
ganglionnaire CCR7, leur permettant de quitter la zone inflammatoire pour aller jusqu’aux 
ganglions via les vaisseaux lymphatiques. Dans les ganglions, les DC apprêtent et 
présentent les antigènes étrangers, tels que les antigènes tumoraux, aux lymphocytes T 
circulants à l’aide de molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe I 
(pour les lymphocytes T CD8+) ou de classe II (pour les lymphocytes T CD4+). Elles 
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augmentent également leur expression de molécules comme CD80/CD86 (ligands de la 
molécule co-activatrice CD28) ou CD40 (récepteur du CD40L), permettant de fournir les 
signaux de co-stimulation nécessaires à l’activation efficace des lymphocytes T. Ce 
mécanisme est résumé dans la Figure 3 ci-dessous. 
 
Figure 3 : Principales caractéristiques du processing de l’élément dangereux par les DC. 4 
 
De plus, elles sécrètent des cytokines comme l’interleukine-12 (IL-12), l’IL-4 ou 
l’interféron γ (IFN-γ) et des chimiokines en grande quantité qui vont aider à la polarisation et 
à l’activation des lymphocytes T naïfs et des cellules NK 5. 
 
I.I.B. Les cellules NK  
 
Les cellules NK font parties du groupe cellulaire hétérogène des innate lymphoid cells 
(ILC), qui dérivent des progéniteurs lymphoïdes communs dans la moelle osseuse. Il existe 
cinq groupes majeurs d’ILCs, définis suivant le type de cytokines produites et les facteurs de 
transcription requis pour leur développement : les cellules NK, les ILCs du groupe 1 à 3 
(ILC1s, ILC2s et ILC3s) et les cellules lymphoïdes induites par les tissus (LTi). Les cellules 
NK et les ILC1s sécrètent l’IFN-γ et expriment T-bet, en plus d’EOMES pour les cellules NK 
uniquement. Les ILC2s expriment GATA3 et sécrètent l’IL-5, l’IL-9 et l’IL-13. Les ILC3s 
expriment RORγt et sécrètent l’IL-22 et/ou l’IL-17A 6. On peut considérer que les ILC1s, 
ILC2s et ILC3s sont les parallèles des sous-types de lymphocytes T Helper (TH1, TH2 et 
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TH17) (que nous décrirons dans la partie I.II du manuscrit) et produisent des cytokines qui 
façonnent les réponses de l’immunité innée et adaptative. Les cellules NK, caractérisées par 
le phénotype CD3- CD56+, ont été découvertes dans les années 1970 et ont fait l’objet de 
nombreuses études démontrant leur effet cytotoxique sur les cellules tumorales. De plus, les 
cellules NK partagent de multiples caractéristiques communes aux lymphocytes T γδ, 
population cellulaire figurant au cœur de mes travaux de thèse. Ainsi, nous allons détailler ci-
dessous les différents récepteurs de cellules NK, communs aux lymphocytes T γδ. 
 
I.I.B.1. Les récepteurs de cellules NK 
 
L’état d’activation des cellules NK est contrôlé par la combinaison de récepteurs 













Figure 4 : Les récepteurs exprimés par les cellules NK (Adapté de 7). 
 
Comme indiqué sur cette figure, il existe quatre grandes familles de récepteurs : 
activateurs (en vert), inhibiteurs (en rouge), les récepteurs aux cytokines (en violet) et ceux 
dont l’activité peut être bivalente (activatrice ou inhibitrice, en jaune). Ces différents 
récepteurs vont permettre aux cellules NK d’exercer une activité anti-tumorale. 
 
Récepteurs NK bivalents (activateurs ou inhibiteurs) 
 
Dans ce groupe, les récepteurs les mieux caractérisés sont le NKG2 (présents chez 
l’homme et la souris) et les killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR, présents uniquement 
chez l’homme). Ils reconnaissent les molécules de CMH de classe I non classiques (famille 
NKG2) ou classiques (familles KIR).  




Parmi les différentes formes de NKG2, nous pouvons en retenir deux : NKG2D, 
activateur et NKG2A, inhibiteur.  
 
NKG2D (ou CD314) est un récepteur activateur des cellules NK qui présente 
différents ligands. Chez l’homme, huit ligands de NKG2D ont été identifié : MIC-A et MIC-B 
(Major histocompatibility complex class I chain-related protein A et B) et six protéines de 
liaisons UL16 8–10. Ce récepteur va reconnaitre des ligands permettant la survie, la 
prolifération, la cytotoxicité et la production de cytokines 11. En effet, la downrégulation de 
NKG2D entraine une diminution des fonctions anti-tumorales des cellules NK, associée à un 
risque élevé d’apparition de syndrômes myélodisplasiques 12. Les stratégies thérapeutiques 
utilisant NKG2D sont efficaces dans les stades précoces de la croissance tumorale. 
Cependant, différents cancers vont développer des mécanismes échappant au contrôle de 
NKG2D via le relargage de ligands solubles (sNKG2D-L) à la surface de la tumeur, induisant 
l’internalisation de NKG2D et affectant les fonctions effectrices des cellules NK. En effet, un 
taux élevé de ligands solubles de NKG2D dans le sérum d’une souris atteinte d’un cancer 
est corrélé à une croissance plus importante de la masse tumorale 13. 
 
NKG2A est un récepteur inhibiteur fortement impliqué dans la réactivité des cellules 
NK avec les autres cellules immunitaires de l’environnement tumoral. Ce récepteur 
appartient à la famille des lectines C, comme CD94 et NKG2C. Ces protéines sont groupées 
sous forme d’hétérodimères formant des récepteurs activateurs (CD94/NKG2C) ou 
inhibiteurs (CD94/NKG2A) qui ont pour ligand la molécule de CMH I non classique HLA-E, 
pouvant être exprimée à la surface de diverses cellules infectées ou cancéreuses. NKGA2 
participe au dialogue entre les cellules NK et les lymphocytes T infiltrant des tumeurs solides 
comme par exemple les cancers du sein 14. Dans cette étude, l’anticorps bloquant 
Monalizumab dirigé contre NKG2A en combinaison avec un anti-PD1 va promouvoir les 
réponses des LT effecteurs et favoriser les réponses effectrices des cellules NK et 
notamment la conduction de l’ADCC. De plus, la fréquence des cellules NKG2Apos au sein de 
la masse tumorale est associée à la sécrétion d’IL-15 15 et de TGF-β 16 dans les cancers. 
 
Les cellules NK expriment à leur surface des KIR qui vont réguler leur activation, en 
diminuant l’activité anti-tumorale des cellules NK, favorisant ainsi la tolérance immunitaire. 
L’impact clinique des KIRs sur les réponses anti-tumorales médiées par les cellules NK a été 
initialement démontré chez des patients atteints de leucémies aigües myéloïdes (LAM) 
traités par transplantation de cellules souches hématopoïétiques 17. Il existe des anticorps 
monoclonaux dirigés contre les KIRs. Ces derniers ont démontré un effet dans les LAM et les 
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myélomes multiples (MM) sans pour autant présenter d’effets indésirables auto-immuns ou 
de toxicités sévères 18,19. 
 
Récepteurs NK activateurs  
 
Parmi les récepteurs activateurs des cellules NK, nous pouvons citer NKp30, NKp46 
et DNAM-1 (CD226) qui sont particulièrement importants dans le dialogue de la cellule NK 
avec l’environnement. 
 
Par exemple, NKp30 (ou CD337 ou NCR3) est une protéine transmembranaire de 
type I exprimée à la surface des cellules NK mais également des lymphocytes T γδ et des 
ILCs. NKp30 est impliqué dans la cytotoxicité des cellules NK sur différentes lignées 
tumorales ou infectées par un virus 20,21. Différents ligands de NKp30 ont été identifiés, dont 
B7-H6 qui fait l’objet d’un intérêt particulier, puisqu’il est sélectivement exprimé à la surface 
de certaines cellules cancéreuses et absent sur les cellules saines 22. En effet, la forme 
soluble de B7-H6 est capable d’inhiber la liaison des anticorps anti-NKp30 au NKp30, limitant 
ainsi l’activation des cellules NK et leur cytotoxicité 23.  
 
Par ailleurs, NKp46 est impliqué dans la reconnaissance et la mort de différentes 
tumeurs et cellules infectées par les cellules NK 24. De plus, il participe au cross-talk entre les 
cellules NK et d’autres effecteurs de l’immunité innée, comme les neutrophiles et les 
éosinophiles 25,26. 
 
DNAM-1 (ou CD226) est une glycoprotéine de surface liant CD112 (connue sous le 
nom de Nectin-2) et CD115 (connue sous le nom de Necl5). DNAM-1 est une molécule 
d’adhésion impliquée dans les mécanismes de cytotoxicité des cellules NK et des 
lymphocytes T 27,28. Ainsi, cette molécule a émergée comme un pivot régulant les fonctions 
anti-tumorales des cellules NK, grâce à une action conjointe de CD226 avec TIGIT et CD96 
29. Néanmoins, tel que pour NKG2D, les cellules tumorales développent des mécanismes de 
résistance à DNAM-1. 
 
Enfin, les cellules NK expriment le CD16, leur permettant de réaliser de l’ADCC 
(Antibody-Dependant Cell-Mediated Cytotoxicity), phénomène qui sera détaillé dans la partie 
II.II.B. de l’introduction. 
 
Récepteurs NK inhibiteurs  
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Parmi les récepteurs inhibiteurs des cellules NK, nous pouvons citer le CD161, 
KLRG1 et les récepteurs « immune checkpoints » comme Programmed cell Death 1 (PD-1) 
ou encore Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4 (CTLA-4). 
 
Le récepteur PD-1 est exprimé à la surface des cellules T mais également des 
cellules NK et son engagement avec ses ligands respectifs PDL-1 et PDL-2 va induire une 
forte inhibition des fonctions anti-tumorales de la cellule, permettant aux cellules tumorales 
d’échapper à l’immunosurveillance médiée par les cellules T 30. Il a été récemment montré 
que PD-1 est présent à la surface des cellules NK du sang périphérique chez des patients 
HCMV+ 31. In vitro, les cellules NK PD-1+ de ces patients étaient associées à une forte baisse 
de l’activité anti-tumorale contre les cellules tumorales PDL-1+ (en matière de cytotoxicité, de 
prolifération et de production cytokinique). Ce phénomène était en partie réversible suite à 
l’utilisation d’anticorps monoclonaux ciblant cet axe PD-1/PDL-1 afin de bloquer cette 
interaction. 
 
Récepteurs NK de cytokines 
 
Les cellules NK expriment à leur surface des récepteurs de cytokines qui sont 
importantes pour leur fonction, comme par exemple le récepteur à l’IL-12 ou à l’IL-15. En 
effet, les CPA activées sécrètent de l’IL-12, qui va notamment stimuler la croissance et 
l’activation des cellules NK, leur permettant d’exercer leur action cytotoxique sur les cellules 
tumorales 32. De plus, l’IL-15 est importante dans la survie, la prolifération et le maintien des 
capacités cytotoxiques des cellules NK 33. 
 
A côté de l’expression de ces récepteurs décrits ci-dessus, les cellules NK peuvent 
également produire un champ de cytokines et chimiokines pouvant réguler les réponses 
immunitaires. Par exemple, les NK relargent le CC-chemokine ligand 5 (CCL5), le XC-
chemokine ligand 1 (XCL1) et XCL2 ; ce qui va entraîner le recrutement des DC dans les 
tumeurs solides qui sera corrélé à une augmentation de la survie globale des patients 34. 
 
Ainsi, grâce à l’expression de ces récepteurs, les cellules NK vont jouer un rôle 
essentiel dans la conduction de l’immunité innée anti-tumorale. 
 
I.I.B.2. Les fonctions cytolytiques et anti-tumorales des cellules NK 
 
Contrairement aux autres cellules immunitaires qui vont acquérir progressivement 
leur activité cytolytique, les cellules NK et les lymphocytes T γδ présentent l’intérêt majeur 
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d’être déjà « prêtes à tuer ». Les cellules NK matures peuvent être définies comme des 
lymphocytes très granuleux. Ces granules contiennent à la fois des perforines (protéines 
perturbant l’intégrité membranaire) et des granzymes (famille d’enzymes protéolytiques), 
responsables de la cytotoxicité des cellules NK 35. Lorsque les cellules NK interagissent avec 
leurs cellules cibles, une synapse immunologique va se former, permettant l’exocytose de 
ces granules pour conduire à la lyse spécifique de la cellule cible 36. De plus, les cellules NK 
sont capables de tuer les cellules tumorales en utilisant des molécules de la famille des 
tumor necrosis factor (TNF). Les cellules NK expriment à la fois du TNF soluble et 
membranaire, et l’activation des cellules NK va induire l’expression de ligands de mort, 
comme le ligand FAS (FASLG ou TNFSF6) et le TNF-related apoptosis-inducing ligand 
(TRAIL) à la surface des cellules NK 37. Après liaison de ces ligands, les récepteurs de mort 
exprimés à la surface des cellules cibles (comme par exemple FAS) peuvent activer la 
cascade enzymatique des caspases permettant leur apoptose 38. Ainsi, les cellules NK 
présentent des fonctions cytolytiques leur permettant d’exercer une fonction anti-tumorale 
directe. 
 
De plus, les cellules NK peuvent exercer des fonctions anti-tumorales indirectes car 
elles régulent les cellules T via la modulation des CPA décrites dans la partie précédente de 
ce chapitre (partie I.I.A. de cette introduction). Par exemple, un cross talk entre les cellules 
NK et les DC peut mener à l’engagement du récepteur activateur NKp30 (ou NCR3), 
permettant la production d’IFN-γ par les cellules NK entraînant l’activation des DC. De plus, 
la manipulation des cellules NK dans les cancers permet d’initier des réponses immunitaires 
protectrices et durables à différents niveaux, impliquant plusieurs types cellulaires et 
notamment les lymphocytes T. Par exemple, il a été montré que le blocage du checkpoint 
receptor T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains (TIGIT) prévient l’exhaustion des 
cellules NK et permet l’obtention d’une réponse immunitaire T spécifique de la tumeur 
dépendante des cellules NK 39. 
 
L’implication des cellules NK dans l’immunité anti-tumorale a été démontrée dans des 
modèles de cancers solides mais aussi hématologiques. En effet, différentes études 
réalisées sur un grand nombre de patients ont montrées la valeur pronostique d’une 
cytotoxicité périphérique médiée par les cellules NK chez des patients atteints de cancers 
solides 40. Cependant, la cytotoxicité médiée par les cellules NK n’est pas toujours corrélée à 
une forte expression de récepteurs activateurs sur ces cellules. En effet, une équipe a 
montré que les cellules NK infiltrées dans les tumeurs de patients atteints de cancers du 
poumon non à petites cellules (NSCLC) exprimant différents marqueurs d’activation (NKp44, 
CD69 ou encore HLA-DR) présentaient un potentiel cytotoxique altéré 41. Cette faible 
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cytotoxicité peut en partie s’expliquer par la présence des cellules NK dans le stroma et non 
en contact direct avec les cellules tumorales observée dans des biopsies des patients 
atteints de NSCLC de cette étude.  
 
La réponse immunitaire innée permet une détection rapide des cellules anormales 
afin de les éliminer avant qu’elles ne provoquent des dégâts importants. Cependant les 
cellules tumorales développent des mécanismes spécialisés pour échapper à la détection 
par l’immunité innée ou bloquer son arsenal de mécanismes destructeurs. 
 
I.II. Principaux effecteurs de l’immunité anti-tumorale adaptative 
 
Lorsque les mécanismes délétères ne sont pas bloqués par les cellules de l’immunité 
innée, les cellules de l’immunité adaptative (ou acquise) rentrent en jeu afin de court-circuiter 
ces mécanismes d’évasion grâce à un système de reconnaissance très adaptable. Ainsi, la 
protection fournie par le système immunitaire adaptatif est essentielle à la survie puisque des 
enfants nés avec des déficits immunitaires adaptatifs doivent recevoir des greffes de moelle 
osseuse afin d’assurer leur survie. L’immunité adaptative dépend des propriétés très 
spécialisées des lymphocytes et de leurs produits, et se distingue de l’immunité innée par 
trois aspects (voir Tableau 1). Premièrement, plutôt que d’avoir un répertoire définit de 
récepteurs reconnaissant des molécules conservées chez les micro-organismes, les 
lymphocytes ont un seul type de récepteur mais avec un répertoire quasi-illimité de variants 
qui peuvent reconnaitre virtuellement n’importe quelle molécule, appelée « antigène ». La 
seconde caractéristique qui différencie l’immunité acquise de l’immunité innée est le délai 
d’apparition de la réponse immunitaire. En effet, les réponses immunitaires adaptatives ne 
s’amorçent que quelques jours après une infection à cause de la nécessaire expansion 
clonale des rares cellules qui reconnaissent initialement les antigènes qui les stimulent. La 
troisième spécificité de l’immunité acquise est la mémoire immunitaire, grâce à laquelle la 
réponse adaptative qui met des jours à se développer lors d’une première rencontre avec un 
pathogène, sera presque immédiatement effective en cas d’infection ultérieure par le même 
micro-organisme. Cette propriété est la base persistante de l’immunité et de l’efficacité de la 
vaccination. 
 
Les molécules du CMH qui présentent les antigènes peuvent être de deux classes : 
CMH I ou CMH II. Les peptides qui se lient aux molécules CMH des deux classes sont 
générés par des systèmes enzymatiques distincts et opérants dans des compartiments 
cellulaires différents. Les cavités de liaison des peptides des deux classes de molécules ont 
des propriétés distinctes, spécifiquement adaptées à la capture de peptides d’origines 
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variées et dans des environnements très différents. En effet, les peptides qui se lient aux 
molécules CMH de classe I sont produits par des protéases du cytosol et du réticulum 
endoplasmique (RE) qui génèrent des produits de dégradation de taille uniforme. En 
revanche, les peptides qui lient les molécules CMH de classe II sont les produits d’une série 
de protéases du compartiment endo-lysosomal, dans lequel les produits ultimes de la 
dégradation des protéines sont les acides aminés qui les constituent, et la cavité ouverte des 
molécules CMH de classe II est adaptée à la capture de produits intermédiaires de cette 
dégradation. De plus, ces différences se reflètent sur la façon dont les peptides sont attachés 
dans les cavités. 
 
Les cellules de l’immunité adaptative regroupent les lymphocytes T αβ (LT CD4 et 
CD8) et les lymphocytes B. Elles répondent plus spécifiquement à un antigène donné par 
rapport aux cellules de l’immunité innée car elles sont entièrement dirigées contre une cible 
particulière. Dans ce chapitre, nous ne détaillerons que les lymphocytes T αβ. 
 
I.II.A. Principaux mécanismes d’activation des lymphocytes T αβ 
 
L’activation des lymphocytes T αβ naïfs (CD4+ ou CD8+) requiert la presence de trois 
signaux complémentaires 42: 
 
Le signal 1 correspond à la reconnaissance de l’antigène tumoral présenté par la DC 
via les molécules de CMH dont la classe diffère suivant s’il s’agit d’un LT CD4 ou LT CD8 43. 
Les lymphocytes T CD4 et CD8 naïfs circulent dans le sang et la lymphe jusqu’à ce qu’ils 
rencontrent un antigène, accompagné de molécules co-stimulatrices B7, qu’ils reconnaissent 
à la surface d’une DC dans un tissu lymphoïde secondaire. 
 
Lors de cette étape, un des évènements clé est la phosphorylation d’immunoreceptor 
tyrosine‐based activation motifs (ITAMs) au niveau de quatre composés du complexe 
TCR/CD3 : CD3γ, CD3δ, CD3ε et TCR-ζ. Cette phosphorylation est effectuée par différentes 
tyrosines kinases de la famille Src (notamment Lck) et entraine par la suite le recrutement 
puis la phosphorylation de ZAP70. L’activation de ZAP70 aboutit entre autre à la 
phosphorylation des molécules LAT. Tous ces évènements vont activer différentes voies de 
signalisation comme la cascade Ras/ERK MAPK, la voie Ca/Calcineurin/NF-AT ou encore la 
voie PKC/NF-κB. 
 
Le signal 2 correspond au stimulus secondaire de co-stimulation. Ce signal 2 est 
nécessaire pour l’activation des cellules T puisqu’en présence du signal 1 mais en l’absence 
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du signal 2 ces dernières deviennent anergiques. Le récepteur de co-stimulation le plus 
important est CD28, constitutivement exprimé à la surface de 95% des LT CD4+ et 50% des 
CD8+ naïfs humains. Le récepteur CD28, reconnaissant les ligands CD80 et CD86, fournit en 
effet un signal de co-stimulation essentiel à la croissance et à la survie des cellules T. Il 
existe également d’autres récepteurs de co-stimulation, comme par exemple le récepteur 
inducible T cell costimulator (ICOS), dont l’expression est induite après activation des LT et 
va moduler la co-stimulation des cellules T. Ainsi, ces récepteurs de co-stimulation ont un 
rôle pivot dans la biologie des cellules T puisqu’ils déterminent le devenir du signaling du 
TCR. 
 
Ces deux signaux simultanés (signal 1 et signal 2) participent à la formation d’une 
synapse immunologique (SI). Brièvement, une SI est composée de trois complexes 
d’activation : central, périphérique et distal (appelés respectivement cSMAC, pSMAC et 
dSMAC), contenant des molécules spécifiques qui sont cruciales pour la formation et la 
fonction de la SI. Au niveau de la cSMAC, on retrouve notamment le TCR, le CD3, LAT ou 
encore CD28. 
 
Enfin, le signal 3 correspond à l’expression de différentes cytokines exprimées par les 
LT CD4+ (notamment l’IL-1) et les LT CD8+ (comme l’IL-12, l’IFN-α/β), qui vont permettre 
l’expansion et les fonctions effectrices de ces lymphocytes 42. 
 
Ces différents signaux stimulent la prolifération et l’acquisition de fonctions effectrices 
par les cellules naïves. Les cellules T CD8 migrent dans les tissus pour y exercer leur action 
cytotoxique ; les cellules T CD4 peuvent migrer dans les follicules lymphatiques pour activer 
les cellules B ou se disperser dans les tissus périphériques pour coordonner ensuite l’action 
d’autres cellules. Ainsi, tous ces évènements aboutissent à l’activation des lymphocytes, leur 
permettant d’exercer leurs fonctions effectrices, notamment anti-tumorales. 
 
I.II.B. Les lymphocytes T CD4 
 
Les lymphocytes T CD4, aussi appelés lymphocytes T Helper, reconnaissent des 
antigènes présentés par les molécules de CMH de classe II. Le LT CD4 va également 
interagir avec la molécule de CMH de classe II afin de stabiliser la SI permettant 
d’augmenter le temps de l’interaction entre le LT CD4 et la CPA, ce qui va ainsi potentialiser 
son activation. De plus, le LT CD4 activé va upréguler l’expression du CD40L à sa surface, 
qui va interagir avec le CD40 présent à la surface des CPA, ce qui provoque une 
augmentation de l’expression de CD80/CD86 sur ces dernières 44 (voir partie I.I. de 
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l’introduction). A la suite de cette activation, les LT CD4 vont subir une phase d’expansion 
clonale et de maturation au cours de laquelle ils acquièrent leurs fonctions effectrices. 
Comme nous l’avons vu précédemment (voir partie I.I.A.), les DC vont également participer à 
la régulation de la présentation antigénique par les molécules de CMH de classe II. 
 
Suivant leurs fonctions effectrices spécifiques, les LT CD4 peuvent se diviser en 
plusieurs sous-populations. En effet, le LT CD4 naïf va se « polariser » sous contrôle strict 
d’un facteur de transcription caractéristique d’une sous population donnée. L’expression de 
ce facteur de transcription est elle-même régulée en fonction de différents facteurs, parmi 
lesquels l’environnement cytokinique au moment de l’activation du lymphocyte T CD4, qui 
joue un rôle prépondérant. Ainsi, les lymphocytes T CD4 naïfs peuvent se différencier en 
différents sous-types présentés dans la Figure 5 ci-dessous. 
 
Figure 5 : Présentation des différents sous-types de LT CD4+.43 
 
Parmi ces sous-populations, les lymphocytes T CD4 Th1 et T régulateurs (Treg) sont 
très impliqués dans les réponses anti-tumorales. Par exemple, les lymphocytes T CD4 naïfs 
se polarisent en Th1 sous l’influence de l’IL-12 et de l’IFN-γ et expriment le facteur de 
transcription Tbet. Ces LT sécrètent principalement de l’IFN-γ et du TNF-α et participent à 
l’activation des lymphocytes T CD8 et des macrophages, pour exercer une réponse anti-
tumorale dite de type Th1. Par ailleurs, les lymphocytes Treg expriment le facteur de 
transcription Foxp3. Ces LT auront une action pro-tumorale via la sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires telles que l’IL-10 et le TGF-β, et l’expression de récepteurs inhibiteurs à leur 





I.II.C. Les lymphocytes T CD8 
 
Dans l’immunité anti-tumorale, les lymphocytes T CD8 sont essentiels au cours de la 
reconnaissance et la destruction des cellules cancéreuses. Pour cela, les lymphocytes T 
CD8 naïfs doivent rencontrer leur antigène spécifique présenté par les molécules du CMH de 
classe I, soit par les cellules cancéreuses, soit par les CPA du système immunitaire qui leur 
fournissent également des signaux de co-stimulation 1. Cette activation leur permet 
d’acquérir leurs fonctions de lymphocytes T cytotoxiques (CTLs). Bien qu’elle ne soit pas 
absolument nécessaire à leur activation, l’interaction avec les LT CD4 renforce grandement 
leurs fonctionnalités 45. De plus, cette interaction avec les lymphocytes T CD4 est nécessaire 
à l’établissement de la mémoire des CTLs 46,47. L’interaction CD40-CD40L permet également 
d’augmenter l’expression des molécules du CMH I et II sur les DC, ce qui permet une 
meilleure activation des CTLs 48. Enfin, l’IL-2 et l’IFN-γ sont des signaux de co-stimulation 
impliqués dans la différenciation et l’activation des cellules NK et CTLs. 
 
Les molécules de classe I peuvent également réaliser une présentation croisée de 
peptides dérivés de protéines internalisées. Les peptides dérivés d’antigènes exogènes 
internalisés par les DC immatures sont transportés à la surface des cellules matures sur des 
molécules CMH de classe II et de classe I. Ils arrivent aux molécules CMH de classe I par 
des mécanismes qui ne sont encore que partiellement compris mais qui font intervenir la 
dégradation par le protéasome suivie du transport par TAP dans le RE, ou, dans certains cas 
peut-être, le recyclage des molécules CMH de classe I depuis la surface cellulaire par voie 
endocytaire. Les DC peuvent donc présenter l’antigène provenant de la même origine à la 
fois aux cellules T CD4 et CD8 ; on parlera alors de sensibilisation croisée. 
 
Comme les cellules NK vues dans la partie I.I.B. de cette introduction, les 
lymphocytes T CD8+ sont des cellules cytotoxiques grâce à deux principaux mécanismes 
d’induction de mort : l’exocytose de granules lytiques contenant de la perforine et des 
granzymes A et B, et l’activation des voies des réceptrices de mort via FasL et TRAIL, leur 
conférant une action cytolytique anti-tumorale 44. Nous reverrons plus en détail ces 
mécanismes cytotoxiques dans la partie II de l’introduction du manuscrit consacrée aux LT 
γδ car ces propriétés sont également partagées par ces lymphocytes. 
 
Outre les LT CD4+ et CD8+, d’autres lymphocytes comme par exemple les LT γδ 
présentent une activité anti-tumorale très intéressante. Puisque les LT γδ correspondent à 
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l’objet de mes travaux de thèse, ils seront détaillés dans le chapitre suivant de ce manuscrit.  
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PARTIE II. Les lymphocytes T Vγ9Vδ2 
 
 
Les lymphocytes T γδ sont des lymphocytes T dits non conventionnels, par 
opposition à leurs homologues conventionnels appelés lymphocytes T αβ (voir partie I.II. de 
l’introduction). Les lymphocytes T γδ présentent un TCR particulier composé d’une chaine γ 
et d’une chaine δ 49,50. Ces derniers forment un pont entre l’immunité innée et adaptative 
puisqu’ils partagent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles communes aux 
cellules NK et aux lymphocytes T αβ (voir partie I de l’introduction du manuscrit et Tableau 
1). En effet, les lymphocytes T γδ présentent à leur surface de nombreux récepteurs 
communs avec les cellules NK leur conférant une activité cytotoxique comparable à celle que 
possèdent ces cellules de l’immunité innée. De plus, comme les lymphocytes T αβ, les 
lymphocytes T γδ expriment un TCR leur permettant la reconnaissance d’un antigène grâce 
à un mécanisme de signalisation. Les lymphocytes T γδ sont moins abondants que les 
lymphocytes T αβ dans le sang périphérique, mais ils sont prédominants dans les tissus 
comme la peau, l’intestin et l’appareil reproducteur. De plus, ils ont montré un rôle critique, 
notamment dans l’induction de réponses immunitaires lors d’infection, de dommages 
tissulaires et de cancers, indiquant leur potentiel dans diverses applications 51. Leur vaste 
capacité de reconnaissance antigénique et leur très grande diversité fonctionnelle en font 
des acteurs essentiels dans les réponses immunitaires anti-infectieuses et anti-tumorales. 
Dans cette seconde partie de l’introduction de ce manuscrit, nous allons tout d’abord détailler 
le développement, le répertoire, les fonctionnalités et les propriétés anti-tumorales des LT γδ. 
Nous verrons par la suite les différents sous-types de LT Vγ9Vδ2, leur réactivité ainsi que les 
applications cliniques des LT Vγ9Vδ2. 
 
II.I. Développement et répertoire des LT Vγ9Vδ2 
 
II.I.A. Développement  
 
Le développement des cellules T γδ débute par vagues programmées successives 
de cellules exprimant des segments géniques V spécifiques 52,53. Les premiers stades de 
développement des lymphocytes T γδ sont communs avec les lymphocytes T αβ. En effet, 
ces deux types cellulaires ont un précurseur bipotent dans la moelle osseuse qui n’exprime 
ni TCR, ni CD4, ni CD8 ; on parle de stade double négatif (DN) immature. Le précurseur 
DN2 va ensuite évoluer et passer par différents stades intermédiaires suivant les 
modifications d’expression de ses molécules de surface telles que le CD117, CD44, CD25 et 
le CD24. Des expériences menées chez la souris ont permis de déterminer que la 
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divergence des lignages entre les LT αβ et les LT γδ se produit au stade DN3a (double 
négatif 3a) (Figure 6).  
 
Figure 6 : Stades de développement des LT γδ et LT αβ. 54 
 
Au cours de la vie fœtale, les lymphocytes T γδ sont les premiers lymphocytes à se 
développer. On les détecte tout d’abord dans le foie et l’intestin entre les 7ème et 11ème 
semaines, puis dans le thymus par des vagues successives à partir de la 10ème semaine 
(Figure 7). 
Figure 7 : Vagues de développement des LT γδ chez l’homme (adapté de 53). 
 
Les LT γδ colonisent ensuite un organe particulier où ils restent tout au long de la vie 
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55. Cette sous population de lymphocytes T représente entre 0,5 et 20% des cellules CD3+ 
humains du sang périphérique et des tissus lymphoïdes 56–58. Cependant, la génération des 
lymphocytes T Vδ1+ augmente tardivement pendant la gestation, et ces derniers 
représentent la majorité du répertoire γδ dans le sang de cordon et dans le thymus 
pédiatrique. Après la naissance, l’expansion du nombre de LT Vγ9Vδ2 se poursuit au cours 
de l’exposition de l’individu aux micro-organismes pour devenir majoritaire au sein du 
répertoire γδ du sang périphérique 59. En effet, l’expansion numérique des LT Vγ9Vδ2 est 
concomitante avec leur phénotype mature. De plus, différentes infections vont stimuler leur 
expansion et des jumeaux auront différents profils de LT Vγ9Vδ2. 
 
II.I.B Répertoire  
 
Tout comme pour le TCR αβ, les gènes codant pour les chaînes γ et δ vont subir des 
mécanismes de recombinaisons somatiques aléatoires de différents segments aboutissant à 
la diversité du TCR γδ via la production de milliards de récepteurs spécifiques d’antigènes. 
Cette recombinaison est réalisée par des enzymes appelées recombinases VDJ codées par 
les gènes RAG (recombination activating gene) 1 et RAG2. Ces enzymes s’associent entre 
elles pour reconnaitre les séquences RSS (recombination signal sequences) et induire le 
clivage de l’ADN aux sites RSS. Cette coupure ne concerne qu’un seul brin d’ADN et permet 
la génération de gènes fonctionnels à partir de segments V (Variable), D (Diversité), J 
(Jonctionnel) et C (Constant). Le gène codant pour la chaine γ est constitué d’un segment V 
et d’un segment J tandis que celui codant pour la chaine δ se compose des segments V, D 












Figure 8 : Organisation des loci des gènes du TCR αβ et γδ humain. 60 
 
Dans les cellules T αβ, les chaînes TCR β s’associent tout d’abord à la chaîne pré-
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TCR α pour former un récepteur qui sert à sélectionner les cellules pour la maturation. En 
revanche, dans les cellules T γδ, la détermination et la différenciation sont dirigées par 
l’expression d’un hétérodimère γδ définitif, sans étape intermédiaire. Chez la souris et chez 
l’homme, les gènes TCR δ se situent entre les gènes Vα et Jα dans le locus TCRα. Bien que 
les réarrangements Vα productifs impliquent généralement la délétion des gènes TCR δ, 
cela n’a pas d’effet sur la différenciation des cellules T γδ parce que les réarrangements Vα 
se produisent tard dans la différenciation thymique des cellules T, tandis que les 
réarrangements géniques Vβ, Vγ et Vδ ont lieu plus tôt, avant que ces délétions ne soient 
produites.  
 
Les LT γδ possèdent moins de gènes V que les LT αβ et les possibilités de 
combinaisons des gènes V sont encore réduites du fait des conditions d’appariement entre 
les chaines γ et δ 61. Ainsi la diversité du répertoire γδ serait donc en théorie plus faible, mais 
elle est en partie compensée par une diversité fonctionnelle élevée liée à une grande 
variabilité de la boucle CD3R (complementarity dertermining region 3) de la chaine δ 
conduisant à un nombre théorique de TCR 100 fois plus élevé que pour les LT αβ 62–64. Il y a 
une corrélation entre le potentiel de formation de cellules T αβ et T γδ et le nombre de 
segments géniques disponibles. La souris et l’homme ont relativement peu de segments Vγ 
et Vδ (7 Vγ couramment exprimés chez la souris, dont 4 forment une famille ; 6 Vγ chez 
l’homme, dont 5 forment une famille ; 16 Vδ environ chez la souris, 8 à 10 chez l’homme), 
tandis que le mouton, la vache et le poulet ont beaucoup plus de gènes TCRγδ que les 
gènes αβ et ont un plus grand nombre de cellules T γδ. Le développement des cellules T γδ 
dépend de signaux de l’IL-7 et de la chaîne IL-7Rα. 
 
Ainsi, chaque réarrangement préférentiel au niveau des gènes codant les chaines du 
TCR constitue une sous-population aux caractéristiques fonctionnelles particulières, puisque 
chacune va peupler spécifiquement un ou des organes, et vont servir de base à la 
classification des différentes sous-populations des LT γδ. Chez l’homme, on peut distinguer 
4 sous-populations principales déterminées suivant l’expression de leur chaine δ : les Vδ1, 
Vδ2, Vδ3 et Vδ5 65. En fonction de la chaine γ associée, les LT γδ n’auront pas la même 
localisation : par exemple au sein du groupe des LT Vδ1, les LT Vδ1Vγ5 seront 
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II.II. Fonctionnalités des LT Vγ9Vδ2 
 
II.II.A. Pléiotropie fonctionnelle et plasticité cellulaire 
 
Les différents réarrangements préférentiels au niveau des gènes codants pour les 
chaînes du TCR vont catégoriser les lymphocytes en différentes sous-populations présentant 
des caractéristiques fonctionnelles propres, notamment en fonction de leur localisation 55. 
Au-delà de la composante géographique, la fonctionnalité des LT γδ est également 
déterminée par la réactivité antigénique et l’environnement. Les lymphocytes, et donc les LT 
γδ, sont des cellules dites « plastiques » c’est-à-dire adaptables en fonction d’un contexte 
donné, par exemple un signal de danger, afin de produire une réponse immunitaire 
adéquate. Il a été rapporté que les LT Vγ9Vδ2 peuvent être polarisés en cellules γδ T17 
(produisant uniquement de l’IL-17), en cellules γδ T1/T17 (produisant à la fois de l’IL-17 et de 
l’IFN-γ), en cellules γδ T1 (produisant à la fois de l’IFN-γ et du Tumor Necrosis Factor TNF-
α) et en cellules γδ T2 (produisant de l’IL-4) via différentes cytokines requises pour l’initiation 
et la maintenance de la polarisation 66. Ainsi, les LT γδ vont pouvoir exercer leurs 
fonctionnalités dans deux cas de figure, infectieux ou tumoral, suivant l’environnement. 
Puisque notre équipe est spécialisée dans le domaine de l’immuno-oncologie, nous nous 
intéresserons particulièrement aux fonctionnalités des LT γδ appliquées aux tumeurs.  
 
II.II.B. Implication des LT γδ dans l’immunité tumorale 
 
Il est possible de classer les différentes sous-populations de LT γδ en fonction de leur 
activité pro- ou anti-tumorale (Figure 9).  
Figure 9 : Classification des LT γδ suivant leurs fonctions tumorales (adapté de 65). 
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D’après cette figure, les LT γδ resting vont pouvoir être activés en un sous-type de LT 
γδ anti-tumoral (c’est le cas des LT Vγ9Vδ2 et LT γδ Vδ1), qui peut être également pro-
tumoral dans certains cas (LT γδ Vδ1). De plus, les LT γδ resting vont pouvoir se polariser 
en deux sous-types de LT γδ anti-tumoraux (LT γδ fh et LT γδ T1) ou pro-tumoraux (LT γδ 
régulateurs ou LT γδ T17) en fonction de l’environnement cytokinique. Ainsi, les différents 
sous-types de LT γδ auront des fonctions variées au sein de la tumeur et un même sous-
type pourra avoir des fonctions différentes suite au phénomène de polarisation. Afin 
d’illustrer la plasticité des LT γδ et leurs fonctions dans l’immunité tumorale, nous 
présenterons d’abord les effets pro-tumoraux des LT γδ Vδ1, des LT γδ régulateurs et des 
LT γδ T17 dans les tumeurs. Le rôle majeur des LT γδ dans l’élimination des tumeurs, et 
notamment des LT Vδ1 et des LT Vγ9Vδ2, sera ensuite présenté. 
 
Effets pro-tumoraux des lymphocytes T γδ Vδ1 
 
Les LT γδ Vδ1 correspondent à un sous-groupe de LT γδ exerçant une activité 
tumorale bivalente, à la fois pro- et anti-tumorale. Ainsi, ils ont été récemment identifiés 
comme ayant une activité pro-tumorale puisqu’ils vont moduler le système immunitaire et le 
micro-environnement tumoral (MET), mais aussi promouvoir l’invasion tumorale et 
l’apparition de métastases. En effet, les LT γδ Vδ1 sont impliqués dans l’inflammation induite 
par la progression tumorale, qui dépend de la production de l’IL-17A 67. Une autre étude a 
montré que les LT γδ Vδ1 pouvaient sécréter de façon importante le TGF-β, induisant une 
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) permettant au cancer d’échapper à l’immuno-
détection favorisant l’installation de métastases et l’invasion tumorale 68. Un déséquilibre 
entre les proportions de LT γδ Vδ1 et Vδ2 (avec une augmentation du ratio Vδ1/Vδ2) va 
contribuer au développement tumoral 69–71 et est médié par l’IL-4. En effet, cette cytokine va 
inhiber l’activation des LT γδ Vδ1 naïfs de façon TCR-STAT6 dépendante, ce qui va 
promouvoir la croissance des LT γδ Vδ1 activés et donc upréguler le nombre des LT γδ Vδ1. 
Ces LT γδ Vδ1 vont sécréter de l’IL-10 entrainant une inhibition des LT γδ Vδ2 72. En 
présence d’IL-4, les LT γδ Vδ1 sécrètent significativement moins d’IFN-γ, plus d’IL-10 et 
expriment moins de NKG2D en comparaison avec les LT γδ Vδ2. Chez l’homme, il a été 
également montré que les LT γδ Vδ1 infiltrant des tumeurs du sein peuvent inhiber la 
maturation des DC et leur fonctions présentatrices d’antigènes ainsi que freiner l’activation 
des LT αβ naïfs et leur différentiation en cellules T effectrices (CD4+ et CD8+) via la voie de 








Effets pro-tumoraux des lymphocytes T γδ régulateurs 
 
Comme pour les LT αβ conventionnels, il existe des LT γδ dits régulateurs qui 
possèdent une fonction immunosuppressive, et sont caractérisés par l’expression des 
marqueurs CD25+ et FOXP3+ (Forkhead box P3), suite à la stimulation in vitro par l’IL-15 et 
le TGF-β (Tumor Growth Factor) 74. Ces LT γδ régulateurs ont une fonction similaire aux LT 
αβ régulateurs, en supprimant la prolifération des PBMCs stimulés par des billes anti-
CD3/CD28. De plus, les LT γδ régulateurs sont également impliqués dans l’action 
immunosuppressive du MET. En effet, dans les cancers du sein, les LT γδ régulateurs 
(exprimant la chaîne Vδ1) sont attirés par les cellules tumorales et vont sécréter la 
chimiokine IP-10 75. Dans un modèle d’adénocarcinome pancréatique ductal, il a été montré 
que les LT γδ expriment fortement le PDL-1 et favorisent l’angiogenèse pancréatique en 
restreignant l’activation des LT αβ 76. De plus, les LT γδ régulateurs peuvent engendrer 
l’arrêt du cycle cellulaire des cellules T effectrices en induisant la senescence des ce llules T. 
Enfin, les LT γδ régulateurs vont aussi induire la senescence des DC, entrainent une 
modification de leurs caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles 77. 
 
Effets pro-tumoraux des lymphocytes T γδ 17 
 
Il existe des cytokines pro-inflammatoires appartenant à la famille de l’IL-17 (IL-17A à 
IL-17F), retrouvées dans l’organisme au cours de différents contextes. Parmi ces cytokines, 
l’IL-17A est la plus étudiée et peut être produite par une classe de LT CD4+ dits LT Th17 IL-
17+ 78. D’autres cellules immunitaires, dont les LT γδ, peuvent produire de l’IL-17A, on parle 
alors de LT γδ 17 (ou T17). Les LT γδ 17 jouent un rôle dans la progression tumorale en 
favorisant l’angiogenèse dans les cancers de la vésicule biliaire et ovarien par exemple 79,80. 
Les LT γδ 17 représentent la source principale d’IL-17, cytokine jouant un rôle délétère dans 
les cancers. Dans les cancers de la vésicule biliaire, les LT γδ 17 migrent au niveau du site 
tumoral en utilisant l’axe CXCL9-CXCR3. L’Il-17, sécrétée par les LT γδ 17, induit la 
production de différents facteurs favorisant l’angiogenèse, dont le vascular endothelial 
growth factor (VEGF). La présence des LT γδ 17 a été associée à une faible survie des 
patients atteints de ces cancers 79. Après exposition à l’IL-6 et le TGF-β, les LT γδ CCR6neg 
infiltrant la tumeur vont se polariser en LT γδ 17. De plus, les souris déficientes en IL-17 ont 
montré une diminution de l’angiogenèse entrainant une plus faible progression tumorale, 
laissant suggérer le rôle majeur des LT γδ 17 dans la croissance tumorale. Les LT γδ 17 est 
une des populations cellulaires recrutant le plus de cellules myéloïdes suppressives 
(MDSCs), connues pour faciliter la progression tumorale, notamment des cancers du sein et 
Introduction – Partie II 
45 
 
colorectal 81–83. Les LT γδ peuvent réguler la tolérance immunitaire en favorisant l’infiltration 
des MDSCs dans la tumeur, entrainant une exhaustion des LT CD8+ médiée par les MDSCs 
84. Les LT γδ 17 de la peau jouent également un rôle critique dans l’inflammation. Ainsi leur 
coopération avec les MDSCs va mettre à défaut la surveillance immunitaire au profil de la 
progression tumorale et permettre la croissance et l’avancée des cellules malignes 85,86. 
Dans un modèle de cancer ovarien murin, les LT γδ Vγ6+ CD27- sécrétant de l’IL-17 vont 
permettre aux macrophages péritonéaux de rester sur le site tumoral pour exercer leur action 
d’uprégulation de différents médiateurs pro-tumoraux et pro-angiogéniques 87. De plus, les 
LT γδ peuvent impacter les fonctions des neutrophiles dans les cancers du sein. En effet, 
une étude montre que l’IL-1β et l’IL-17 sécrétés par les LT γδ 17 vont stimuler l’expansion et 
la polarisation des neutrophiles. Ces neutrophiles induits par la tumeur acquièrent la capacité 
de supprimer les LT cytotoxiques ce qui facilite l’installation des métastases 88. De plus ces 
neutrophiles sont aussi capables de supprimer les LT Vγ9Vδ2 périphériques 89,90. Les 
neutrophiles vont donc empêcher l’action des LT Vγ9Vδ2, en synergie avec l’action des LT 
γδ 17, pour favoriser un MET immunosuppresseur.  
 
Ainsi les LT γδ peuvent favoriser l’installation, l’accumulation et les fonctions de 
différentes cellules immunosuppressives, entrainant par la suite une conversion de 
l’inflammation induite par la tumeur en immunosuppression et à terme une progression de 
l’angiogenèse tumorale. Cependant, certains LT γδ comme les LT γδ Vδ1 et les LT Vγ9Vδ2, 
sont pourvus d’effets anti-tumoraux. 
 
Effets anti-tumoraux des lymphocytes T γδ 
 
L’émergence de l’importance des LT γδ dans le développement tumoral a été établit 
grâce à une étude majeure mettant en évidence une forte susceptibilité de développement 
de carcinomes cutanés squameux après exposition à des agents mutagènes dans des souris 
déficientes en LT γδ 91. Depuis, de nombreuses études in vivo ont confirmé l’effet protecteur 
des LT γδ, notamment dans des modèles de transplantation et de cancers spontanés 92. De 
plus, des études ont rapporté l’importance de la production de l’IL-17 par les LT γδ qui 
pourrait agir en synergie avec les molécules de chimiothérapies inductrices de mort cellulaire 
93. L’expansion de TILs (et notamment les LT γδ) a été observée dans des lésions tumorales 
précoces de modèles murins de cancers du sein (MMTV-PyMT) et de la prostate (Tramp) 94. 
Bien que la corrélation entre le niveau de TILs γδ Vδ1 et le résultat clinique varie suivant le 
type tumoral, le rôle des LT γδ dans l’immuno-surveillance tumorale est important. Par 
exemple, les TILs γδ Vδ1 sont associés à un bon pronostic chez des patients atteints de 
mélanomes 95. A l’aide d’un modèle murin métastatique de colon, une étude a montré que 
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l’injection systémique de LT γδ Vδ1 activés au préalable inhibait la croissance des cellules 
tumorales mais aussi l’émergence de foyers tumoraux secondaires au niveau du poumon et 
du foie 96. L’identification des sous-types cellulaires par utilisation de l’algorithme 
CIBERSORT (estimation des différents sous-types à partir des transcrits connus) a permis la 
publication d’une analyse majeure des signatures transcriptomiques des différents sous-
types immunitaires réalisée sur 18 000 tumeurs. Cette cartographie du paysage 
immunologique des différents TILs a montré que les LT γδ sont les cellules immunitaires qui 
sont associées au meilleur pronostic clinique, en comparaison avec les autres sous-types 
immunitaires, ce qui a participé à l’engouement pour les LT γδ 97. Une étude plus récente a 
réanalysé la signature génique des LT Vγ9Vδ2 afin d’améliorer la distinction entre ce sous-
type cellulaire et d’autres cellules comme les LT αβ ou les cellules NK 98. Cette étude a mis 
en évidence que l’abondance des TILs LT Vγ9Vδ2 n’est pas corrélée avec celle des LT αβ ni 
à la charge mutationnelle des tumeurs. Ces résultats montrent la singularité des LT γδ qui ne 
sont pas redondants avec les LT αβ, et leur intérêt d’utilisation dans des tumeurs présentant 
une faible charge mutationnelle. Des études récentes utilisant des nouvelles technologies sur 
cellules uniques vont permettre d’apporter des nouvelles connaissances dans la biologie des 
TILs 99. Des niveaux élevés de LT γδ circulants sont également associés à un risque réduit 
de cancer, à une amélioration de la survie sans progression à 5 ans et de la survie globale 
après transplantation de moelle osseuse chez des patients atteins de leucémies aigües 100. 
 
 Effets anti-tumoraux directs des LT γδ  
Les LT γδ, et notamment les LT Vγ9Vδ2, peuvent exercer leurs fonctions anti-
tumorales de façon directe suivant les caractéristiques présentées dans la Figure 10. 
 
Figure 10 : Potentiel cytotoxique des LT Vγ9Vδ2 vis-à-vis des cellules cancéreuses (adapté 
de 65). 




D’après la Figure 10, les LT Vγ9Vδ2 présentent un potentiel cytolytique suivant 
quatre aspects : 
 
La voie des perforines et granzymes 
 
Comme les cellules NK, les LT Vγ9Vδ2 sécrètent des granules lytiques contenant 
des granzymes A, B ou M ; de la perforine et de la granulysine afin de lyser les cellules 
tumorales après migration au niveau du site tumoral 66,101,102. Alors que l’expression de ces 
molécules est nulle aux stades TN et TCM, elle est maximale dans les LT Vγ9Vδ2 matures 
(stade TEMRA) 
103,104. Comme détaillé dans la partie I.I. de l’introduction, la perforine forme des 
pores dans la membrane de la cellule cible, elle pourrait donc induire seule la lyse de la 
cellule tumorale. Cependant, l’action lytique est potentialisée par les actions combinées de la 
perforine avec les granzymes, qui peuvent s’introduire par les pores membranaires formés 
par la perforine et induire la mort de la cellule cible en activant les caspases ou d’autres 
voies caspase-dépendantes 35. En effet, l’inhibition de cette voie dans les LT γδ entraine une 
diminution de la capacité de lyse des cellules tumorales du sein in vitro 105. Dans les cancers 
du rein, les LT γδ présentent un potentiel de lyse sélective des cellules cancéreuses 
primaires autologues, qui ne sera pas dirigé contre les cellules rénales saines de l’hôte. Afin 
de suivre la dégranulation de la perforine et des granzymes, les études utilisent couramment 
le marqueur lysosome-associated membrane protein (LAMP) 1/CD107a qui permet la 
libération de ces granules 36. 
 
La production importante de cytokines pro-inflammatoires  
 
Les LT γδ peuvent produire de grandes quantités d’IFN-γ et de TNF-α 106,107. Ces 
deux cytokines inhibent la croissance tumorale via différents mécanismes, notamment 
l’induction d’une immunité anti-tumorale et l’inhibition de l’angiogénèse cancéreuse 108. La 
sécrétion d’IFN-γ et de TNF-α par les LT γδ est favorisée par différents stimuli, notamment 
les agonistes du TCR, les ligands de NKG2D et certaines cytokines telles que l’IL-12 et l’IL-
18 109. 
 
Les ligands TRAIL et FasL  
 
Les ligands des récepteurs de mort comme FasL (CD95L) et TRAIL sont retrouvés à 
la surface des LT Vγ9Vδ2 et se lient respectivement aux récepteurs Fas (CD95) et DR4/DR5 
(Death Receptor 4/5) exprimés sur les cellules cancéreuses. Cette interaction va induire 
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l’AICD (Activated-Induced Cell Death) de la cellule cible, c’est-à-dire sa mort par activation 
de la voie des caspases ou de la voie de la mort cellulaire mitochondriale 66. Le blocage de 
TRAIL entraine une diminution de l’activité cytotoxique induite par les LT γδ 110. A l’inverse, 
l’uprégulation de Fas dans des cellules d’ostéosarcomes entraîne une susceptibilité de ces 
cellules à la lyse par les LT γδ 111. 
 
Les mécanismes d’ADCC 
 
Les LT γδ, et notamment les LT Vγ9Vδ2, expriment le récepteur CD16 (ou FcγR III) 
leur permettant de réaliser de l’ADCC (Antibody-Dependant Cell-Mediated Cytotoxicity). En 
se liant à la région Fc des IgG, le CD16 constitue alors un autre moyen de reconnaissance 
des cellules cibles par les LT γδ. De plus, CD16 peut être uprégulé à la surface des LT γδ 
suivant le contexte biologique et sa liaison à sa cible peut entrainer une cytotoxicité ou une 
autre fonction effectrice (comme par exemple la sécrétion de l’IFN-γ) 112,113. Enfin, lors de 
l’activation du LT Vγ9Vδ2 via le TCR, le CD16 joue un rôle de co-stimulateur qui conduit à 
une augmentation de la production de TNF-α et de la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 114. Ce 
mécanisme est mis à profit par différents anticorps thérapeutiques, comme par exemple le 
Rituximab, un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre la molécule de surface CD20. 
En effet, cet anticorps utilisé dans le traitement de certains lymphomes, reconnaît le CD20 
exprimé à la surface des cellules B anormales du lymphome. Comme les autres IgG, cet 
anticorps possède un fragment Fc qui sera alors reconnu par le CD16 exprimé sur les LT γδ, 
leur permettant de réaliser l’ADCC sur les cellules du lymphome. 
 
 Effets anti-tumoraux indirects des LT γδ  
 
A côté des effets anti-tumoraux directs des LT γδ, ces cellules peuvent également 
exercer des effets anti-tumoraux indirects, suite à l’interaction avec des cellules B, des DC, 
des LT αβ et des cellules NK. Par exemple, dans des souris non immunisées, la sécrétion 
d’anticorps par les LB est impactée par les LT γδ. En effet, une étude a démontré que 
l’ablation sélective des sous-groupes de LT γδ Vγ4 et Vγ6 affectait fortement le niveau 
sérologique en anticorps dans des souris non immunisées 115. Cela démontre que les LT γδ 
sont capables de moduler les LB et leur production en anticorps. Une autre étude a observé 
une polarisation des LT γδ en un sous-groupe présentant des caractéristiques typiques des 
follicular B-helper T cells (Tfh) après co-culture avec de l’IL-21 et de l’HMB-PP, indiquant 
qu’ils sont capables d’aider les LB dans la production d’anticorps, tout comme les Tfh 116. En 
effet, l’HMB-PP va upréguler le récepteur à l’IL-21, qui en retour va jouer un rôle de co-
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stimulateur via l’expression de la chimiokine CXCL13 pour attirer les lymphocytes B et 
apporter un support aux LT Vγ9Vδ2. 
 
Les LT γδ peuvent aussi agir comme des CPA pour le priming des LT αβ. Cette 
caractéristique de CPA a été pour la première fois reportée en 2005 117. Après stimulation, le 
niveau d’expression des molécules présentatrices d’antigènes est augmenté sur les LT γδ, 
notamment ceux du récepteur activateur leucocytaire (CD69), de la molécule présentatrice 
d’antigène (HLA-DR) et de molécules de co-stimulation et d’adhésion (CD80, CD86, CD54 et 
CD40). A la différence des LT αβ, puisque les LT γδ sont aussi des CPA, ils vont pouvoir 
upréguler le CD36, un récepteur scavenger impliqué dans la capture des cellules 
apoptotiques par les DC immatures et les macrophages. Suite à un fort niveau d’expression 
de CD36, les LT γδ vont capturer les débris des cellules cancéreuses du foie tuées par ces 
effecteurs puis vont induire une réponse immunitaire CD8+ spécifique de l’antigène tumoral 
grâce à leur action de CPA 118. Enfin, une étude a montré la capacité des LT Vγ9Vδ2 activés 
à induire la prolifération de cellules T αβ CD4+ naïves et promouvoir leur différenciation en 
CTL 119. 
 
Les LT γδ peuvent également cibler la maturation des DC. En retour, les DC peuvent 
également induire l’activation et la prolifération des LT γδ, permettant ensuite à ces cellules 
d’exercer leurs fonctions cytotoxiques et immunomodulatrices 120, ce qui démontre que 
chacun de ces deux types cellulaires peut agir individuellement pour éliminer les cellules 
cancéreuses mais que leur action concomitante est synergique 121. Une étude a démontré 
que les LT Vγ9Vδ2 pouvaient accélérer la maturation des DC. Ce processus s’appuie sur 
l’expression de TNF-α ainsi que de signaux favorisant le contact cellulaire 122. Dans une 
autre étude, Conti et ses collaborateurs a également montré que l’activation des DC par les 
LT γδ était presque entièrement médié par l’IFN-γ et le TNF-α, et nécessitait également le 
CD86 et le contact cellulaire entre la DC et les LT γδ 123. En contrepartie, les DC immatures, 
et dans une moindre mesure les DC matures (DCm), vont permettre de potentialiser la 
sécrétion de TNF-α par les LT Vγ9Vδ2 124. 
 
Enfin, les LT γδ vont favoriser la cytotoxicité des cellules NK contre les cellules 
tumorales via l’engagement du récepteur CD137 125. Ainsi, cette étude a montré que 
l’expansion in vitro des LT γδ améliore les capacités cytotoxiques des cellules NK sur des 
cellules tumorales de cancers NK-résistants. En effet, la cytolyse des cellules tumorales par 
les cellules NK était ici facilitée par la co-stimulation entre le CD137 exprimé à la surface des 
cellules NK et son ligand (le CD137L) exprimé sur les LT γδ.  
 




A la suite du manuscrit, nous étudierons exclusivement les LT Vγ9Vδ2, sous-groupe 
de LT γδ faisant l’objet de notre étude. 
 
 
II.III. Sous-populations de LT Vγ9Vδ2 
 
Au sein des LT Vγ9Vδ2, il est possible de définir quatre sous-populations cellulaires 
suivant l’expression des marqueurs CD27 et CD45RA, utilisés également pour différencier 
les sous-populations de LT conventionnels. Ces quatre sous-populations, TN TCM TEM et 
TEMRA, expriment consécutivement ces marqueurs de surface, ce qui correspondra à 
différents stades de maturation, différentes localisations et différentes fonctions effectrices. 
 
Les cellules naïves (TN) ont un phénotype CD27
+, CD45RA+ et expriment fortement 
les récepteurs CCR7 et CD62L 103. Ces lymphocytes sont localisés essentiellement au 
niveau des ganglions lymphatiques. Les TN sont hautement prolifératives mais ne possèdent 
pas de fonction effectrice. 
 
Les cellules centrales mémoires (TCM) ont un phénotype CD27
+, CD45RA- et sont 
issues de la maturation des cellules TN après stimulation antigénique 
103,126. Comme les 
cellules TN, on les retrouve dans les ganglions lymphatiques, mais également dans le sang 
de façon importante. Ces cellules expriment faiblement CCR7 et fortement CD62L. Elles vont 
aussi exprimer de nouveaux récepteurs aux chimiokines, CCR5 et CXCR3, leur permettant 
de migrer au niveau du site inflammatoire. De plus, elles acquièrent le marqueur de 
phénotype mémoire CD45RO 103. Comme les cellules TN, elles sont prolifératives en réponse 
à une stimulation. De plus, on peut les différencier en deux sous-populations, suivant 
l’expression du marqueur CXCR5. Les cellules CXCR5+ vont exprimer des molécules co-
stimulatrices, comme le CD40L et ICOS (Inductible T-cell COStimulator) ; produire de l’IL-2, 
de l’IL-4 et de l’IL-10 et aider à la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes. Les TCM 
CXCR5- seront CD40L-, ICOS-, ne sécrètent pas de cytokines et n’interagissent pas avec les 
lymphocytes B 127. 
 
Les cellules de type effecteur mémoire (TEM) sont CD27
- et CD45RA- et expriment 
fortement les récepteurs aux chimiokines pro-inflammatoires CXCR3, CCR2, CCR5 et 
également CD45RO. De plus, les TEM expriment faiblement le récepteur aux 
immunoglobulines G (IgG) FcγRIIIA (CD16A) et les NKRs 104. On peut les retrouver dans le 
sang périphérique mais principalement au niveau des sites inflammatoires. Contrairement 
Introduction – Partie II 
51 
 
aux TCM, les TEM sont beaucoup moins prolifératives. De plus, elles seront fortement 
cytotoxiques (grâce à une importante production des cytokines IFN-γ et TNF-α 103) mais 
seront faiblement cytolytiques (à cause d’une faible production de perforine). 
 
Les LT Vγ9Vδ2 effecteurs mémoires terminaux (TEMRA) sont CD27
- et CD45RA+. Ces 
cellules se situent essentiellement au niveau des sites inflammatoires 103. Les cellules TEMRA 
expriment le récepteur CD45RO mais contrairement aux TCM, elles expriment peu de 
récepteurs aux chimiokines et beaucoup de CD16 ainsi que de NKRs. Exprimant de fortes 
quantités de perforine, les TEMRA présentent une activité cytotoxique importante envers 
certaines bactéries et cellules tumorales. De plus, elles produisent des cytokines pro-
inflammatoires mais en quantités plus faibles que les TEM 
104. 
 
Les LT Vγ9Vδ2 pourraient passer successivement entre les quatre sous-populations 
suivant cette séquence, basée sur l’enchainement de l’état de leur maturation 103 :  
TN  TCM  TEM  TEMRA. 
 
II.IV. Réactivité des LT Vγ9Vδ2 
 
Les LT Vγ9Vδ2 sont considérés comme des senseurs du stress cellulaire car ils 
peuvent s’activer dans différents contextes, notamment lors d’une infection ou d’une 
inflammation liée à une lésion tumorale. Leur activation antigénique est dépendante de la 
reconnaissance et de l’engagement du TCR vis-à-vis d’un antigène présenté à la surface des 
cellules cibles. Au niveau de ces cellules cibles, différents partenaires ont été identifiés 
comme indispensables à cette activation. Enfin, la réactivité des LT Vγ9Vδ2 peut également 
être modulée par certains récepteurs exprimés à leur surface, qui seront détaillés en fin de 
chapitre. 
 
II.IV.A. Antigènes reconnus par les LT Vγ9Vδ2 
 
Dans les années 1990, les premiers antigènes spécifiques des LT Vγ9Vδ2 ont été 
mis en évidence suite à l’étude d’extraits de Mycobacterium tuberculosis qui s’avéraient 
capables d’activer des LT Vγ9Vδ2 in vitro. Cela a conduit à l’identification de petites 
molécules non peptidiques phosphorylées indispensables à leur fonction activatrice 128,129. 
Ces carbohydrates de faibles poids moléculaires (<3KDa) contenant un groupement 


















Nature des phosphoantigènes 
 
Les premières études réalisées sur les extraits de Mycobacterium tuberculosis ont 
permis d’isoler par des analyses structurales quatre antigènes non peptidiques phosphorylés 
dénommés tuberculosis antigens TUBag 1-4 128 et décrits dans la Tableau 2 ci-dessous. 
Tableau 2 : Structures des antigènes TUBag (adapté de 131, P en jaune, O en rouge, 
C en blanc, N en bleu foncé, H en cyan). 
 
Parallèlement, une autre équipe a identifié d’autres PAg naturels (isopentényl-
pyrophosphate, diméthylallyl-pyrophosphate) ou synthétiques (alkyl phosphates) et a 
confirmé la nécessité du groupement phosphate, commun dans la structure 132 (Figure 11). 
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Figure 11 : Structures chimiques des principaux PAgs naturels et synthétiques. 133 
Le PAg naturel qui a la plus forte réactivité décrite correspond au (E)-
Hydroxydiméthylallyl pyrophosphate (HDMAPP), puisque sa capacité d’activation des LT 
Vγ9Vδ2 est 1000 fois supérieure à celle de l’IPP 134. Grâce à la connaissance de la structure 
chimique des PAgs naturels, des PAgs synthétiques ont été produits, présentant des 
bioactivités très variables 135. Par exemple, la forme synthétique de l’HDMAPP correspond 
au c-HDMAPP (ou Picostim), qui présente la même bioactivité que le PAg naturel mais une 
structure légèrement différente (un atome d’oxygène est remplacé par un atome de carbone 
au niveau de la chaine de liaison carbonique) 136. De plus, le bromohydrine pyrophosphate 
(BrHPP) (ou Phosphotim) est connu comme étant un très bon activateur synthétique des LT 
Vγ9Vδ2. Il est utilisé en expérimentation et dans les essais thérapeutiques 
d’immunothérapies basés sur les LT Vγ9Vδ2 134,137. 
 
Biosynthèse des phosphoantigènes  
 
Les PAgs naturels qui présentent la plus forte bioactivité sont des intermédiaires de 
























Figure 12 : Voies de biosynthèse du Mévalonate et du DOXP (adapté de 138). 
Il existe deux voies de synthèse de ces molécules : la voie de Rohmer (appelée 
également voie du DOXP (deoxyxylulose-5-phosphate)) et la voie du mévalonate, qui est 
ubiquitaire chez les eucaryotes 139. Ces deux voies métaboliques différentes permettraient 
aux LT Vγ9Vδ2 de repérer les cellules infectées parmi les cellules saines grâce à leur 
production importante des PAgs IPP et HDMAPP, deux métabolites finaux communs à ces 
voies métaboliques (losanges verts sur la Figure 12) 140. De nombreuses espèces du vivant 
utilisent ces voies métaboliques pour réaliser des processus biologiques nécessitant de 
l’énergie, notamment du cholestérol. Cette large utilisation pourrait expliquer l’implication des 
LT Vγ9Vδ2 dans la réponse immunitaire contre des pathologies infectieuses variées. Par 
ailleurs, la voie du mévalonate est ubiquitaire et peut être surexprimée dans certains types 
de cellules cancéreuses, pouvant expliquer en partie l’activation possible des LT Vγ9Vδ2 en 
présence de cellules cancéreuses 141. 
 
II.IV.A.2. Les alkylamines et aminobiphosphonates 
 
Outre les PAgs, des molécules de la famille des alkylamines, comme par exemple 
l’iso-butylamine qui est naturellement sécrété par des bactéries commensales et donc 
présent notamment dans le sang périphérique, peuvent induire la production d’IL-2 et la 
prolifération des LT Vγ9Vδ2 entrainant leur activation spécifique 142,143. 
 
Une famille de molécules correspondant aux aminobiphosphonates (ABP), composés 
d’origine naturelle ou synthétique, sont connus depuis longtemps comme des inhibiteurs de 
la résorption osseuse et sont indiqués chez des patients atteints d’ostéoporose ou de 
métastases osseuses 144. D’après la Figure 12, ces composés sont capables d’inhiber une 
enzyme intervenant dans la voie métabolique de biosynthèse du cholestérol entrainant par la 
suite une modification de la concentration intracellulaire en IPP pouvant moduler l’activation 
des LT Vγ9Vδ2 145. L’enzyme inhibée par les ABP correspond à la farnesyl diphosphate 
synthase (FPPS), responsable de la transformation de l’IPP en farnesyl diphosphate (FPP) 
(traits rouges sur la Figure 12) 138,146. Cette inhibition va bloquer la synthèse de FPP ce qui 
entraine une accumulation de l’IPP endogène pouvant induire de manière indirecte 
l’activation des LT Vγ9Vδ2. Au-delà de cette propriété, les ABP partagent une similitude 
structurale avec les PAgs (Figure 13). 
 
 





Figure 13 : Structures chimiques des principaux ABP. 133 
 
D’après une étude, les ABP (zolédronate, alendronate et pamidronate) sont capables 
d’induire une prolifération significative des LT Vγ9Vδ2 au sein des PBMCs de donneurs 
sains, strictement dépendante de l’IL-2 147. Les ABP conduisent à une activation efficace des 
LT Vγ9Vδ2 puisqu’ils entrainent une augmentation de l’expression du CD69 (marqueur 
d’activation apparaissant précocement à la surface des lymphocytes) et du CD25 (chaine α 
du récepteur à l’IL-2). Parmi les ABP, les plus utilisés en recherche et en clinique sont le 
zolédronate et le pamidronate et leur capacité d’activation pharmacologique des LT Vγ9Vδ2 
se produit à une concentration inférieure à celle des alkylamines. 
 
De plus, il existe une famille de composés pharmacologiques correspondant aux 
statines, dont le chef de file est la Mévastatine, qui vont inhiber la HMG-CoA réductase et 
donc bloquer la voie du mévalonate plus en amont que les ABP (traits rouges sur la Figure 
12). Certaines molécules de la famille des statines correspondent au traitement de référence 
pour certaines pathologies métaboliques. Ainsi, une étude a montré que le traitement par la 
Mévastatine empêchait l’activation des LT Vγ9Vδ2 induite par le zolédronate 141. En effet, les 
statines bloquent l’accumulation d’IPP endogène, inhibant l’activation des LT Vγ9Vδ2 induite 
par un ABP ou une alkylamine 146. 
 
Les LT Vγ9Vδ2 seraient aussi capables de répondre à des superantigènes comme la 
SEA (Staphylococcal Enterotoxin A) 148,149 ou la TSST-1 (Toxic Shock Syndrome Toxin-1) 150. 
Dans cette étude réalisée sur des PBMCs humains, la TSST-1 peut induire une 
augmentation significative de l’IFN-γ, du TNF-α et de l’IL-2, associée à une diminution de l’IL-
10, après priming des LT γδ par l’IPP, en comparaison au groupe contrôle sans priming. De 
plus, la déplétion des LT γδ dans les PBMCs humains supprime cet effet, montrant 
l’importance des LT γδ dans la réponse à la TSST-1. Cependant, il n’y a pas eu de nouvelle 
étude publiée à ce jour concernant la réponse des LT Vγ9Vδ2 aux superantigènes. 
 





II.IV.B. Reconnaissance des phosphoantigènes par le TCR Vγ9Vδ2 
 
Il est clairement établi que l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs est dépendante 
de leur TCR. En effet, le blocage du TCR ou du CD3 permet d’inhiber la réactivité des LT 
Vγ9Vδ2 128,141,132 tandis que la transfection d’un TCR Vγ9Vδ2 dans la lignée Jurkat (LT αβ 
leucémique n’exprimant pas de TCR) la rend capable de reconnaitre aussi bien des PAgs 
que des cellules sensibilisées par des ABP 151. 
 
Cependant et malgré de nombreuses études réalisées dans ce domaine, les 
mécanismes d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs ne sont pas complètement élucidés. 
L’hypothèse d’une interaction directe entre le TCR Vγ9Vδ2 et le PAg, sans intervention d’un 
partenaire moléculaire, a été rapidement réfutée par la nécessité de contacts cellulaires pour 
activer les LT Vγ9Vδ2 130,152. 
En comparaison de l’activation des LT αβ conventionnels (voir partie I.II. de 
l’introduction de ce manuscrit), de nombreuses molécules du CMH classiques et non 
classiques ont été testées comme molécules de présentation des PAgs. Ces études ont 
montré que l’activation des LT Vγ9Vδ2 ne requiert pas l’intervention des molécules du CMH 
de classe I et II, ni du transporteur TAP 130,152,153. Ainsi, l’hypothèse selon laquelle les LT 
Vγ9Vδ2 seraient capables de reconnaitre des PAgs sans présentation ni restriction par les 
molécules du CMH a émergé. Elle est soutenue par certaines observations expérimentales 
puisque des LT Vγ9Vδ2 exposés à des PAgs en l’absence de cellule cible peuvent s’activer, 
sécréter du TNF-α et avoir une activité cytotoxique 152,154. Ainsi, un LT Vγ9Vδ2 pourrait jouer 
un rôle de CPA pour un autre lymphocyte. 
 
Ainsi, nous venons de voir que l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs est 
dépendante de son TCR. Néanmoins, l’implication du TCR est nécessaire mais insuffisante 
pour permettre cette activation. Puisque la reconnaissance des PAgs est indépendante des 
molécules du CMH, de nombreuses études ont porté sur l’identification de partenaires 
potentiels, notamment des molécules de co-stimulation, qui seraient impliqués dans la 
présentation des PAgs aux LT Vγ9Vδ2. 
 
II.IV.C. Partenaires impliqués au cours de la reconnaissance des PAgs 
par les LT Vγ9Vδ2 
 
Ces différents partenaires identifiés sont présents sur la cible, notamment tumorale 
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ou CPA, avec laquelle interagit le LT Vγ9Vδ2. 
 
II.IV.C.1. Les butyrophilines 
 
Afin d’identifier un premier partenaire de la présentation des PAgs aux LT Vγ9Vδ2 
permettant leur activation, plusieurs études se sont concentrées sur la famille de protéines 
correspondant aux butyrophylines (BTN). Ces glycoprotéines de type I font partie de la 
superfamille des immunoglobulines, sont ubiquitaires et présentent de grandes similarités de 
structure avec la famille des protéines B7, des molécules ayant une action co-stimulatrice. 
En effet, les domaines extracellulaires IgV et IgC (domaine de type immunoglobuline variable 
et constant) sont très similaires entre les familles des BTN et des B7, laissant suggérer une 
fonction immunomodulatrice de cette famille de protéines B7-like 155. Ainsi, cette famille 
présente des candidats particulièrement intéressants pour identifier de nouveaux partenaires 
à l’activation des LT Vγ9Vδ2. 
 
Une étude sur la caractérisation des BTN a permis la génération de différents 
anticorps monoclonaux dirigés contre les molécules de la sous-famille BTN3A/CD277 156. En 
testant la réactivité de ces anticorps, une équipe a mis en évidence que l’anticorps 
monoclonal 20.1 activait les LT Vγ9Vδ2 via leur TCR en induisant leur sécrétion de cytokines 
et leurs fonctions cytotoxiques, reproduisant ainsi l’action des PAgs. De plus, l’anticorps 
dirigé contre le clone 20.1 peut aussi augmenter la lyse tumorale de lignées cancéreuses 
pourtant résistantes à l’activité cytotoxique des LT Vγ9Vδ2 et traitées au préalable par cet 
anticorps. Le ciblage du clone 103.2 va quant à lui inhiber cette activation 157,158. 
 
La sous-famille BTN3A (ou CD277) présente trois isoformes : BTN3A1, BTN3A2 et 
















Figure 14 : Structures schématiques des 3 isoformes des BTN3A. 
D’après la Figure 14, elles sont toutes composées de deux domaines extracellulaires 
de type IgV et IgC qui présentent une très forte homologie de structure (>95%). Cependant, 
leur domaine transmembranaire et intracellulaire présente une grande diversité 159. En effet, 
seules les isoformes A1 et A3 possèdent un domaine intracellulaire de type B30.2, celui de 
l’isoforme A2 étant tronqué, il ne comporte pas de domaine intracellulaire. Or, le domaine 
intracellulaire de type B30.2 est très important pour la transduction du signal 155. L’anticorps 
dirigé contre le clone 20.1 peut reconnaitre ces trois isoformes, mais l’activation des LT 
Vγ9Vδ2 grâce au domaine intracellulaire B30.2 ne peut se faire qu’avec l’isoforme BTN3A1. 
En effet, le domaine intracellulaire de type B30.2 présent au niveau de l’isoforme BTN3A3 
diffère légèrement de celui de la BTN3A1, ce qui ne lui confère pas les propriétés activatrices 
de LT Vγ9Vδ2. 
 
Au cours de ces dernières années, l’implication de la BTN3A1 dans la réactivité des 
LT Vγ9Vδ2 a été clairement démontrée 158,160,161 mais les mécanismes moléculaires 
permettant l’activation des LT Vγ9Vδ2 via l’interaction entre la BTN3A1 et les PAgs restent 
encore en partie inexpliqués. Ainsi deux modèles principaux d’interaction pourraient être 
proposés, repris dans la Figure 15 64. 
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Figure 15: Modèles théoriques de l’activation antigénique des LT Vγ9Vδ2 humains (adapté 
de 64). 
Le premier est un modèle « allostérique » basé sur l’interaction des PAgs (endogènes 
ou internalisés) avec le domaine intracellulaire B30.2 de la BTN3A1, qui induirait des 
modifications alors perçues par les LT Vγ9Vδ2 et permettrait leur activation (partie gauche 
de la Figure 15). Ces modifications allostériques peuvent être des changements de 
conformation, des variations de la topographie membranaire et/ou le recrutement/exclusion 
de partenaires moléculaires 158. 
 
Le second est un modèle de « présentation antigénique » basé sur l’interaction des 
PAgs (extrudés ou exogènes) avec le domaine extracellulaire IgV de la BTN3A1 formant 
ainsi un complexe antigénique reconnu par les LT Vγ9Vδ2 et menant à leur activation 160 
(partie droite de la Figure 15). Dans le cas des PAgs endogènes, ce modèle nécessite 
l’implication d’un transporteur membranaire. Cependant ce modèle est controversé puisqu’il 
n’y a pas de preuve d’une interaction directe entre le TCR Vγ9Vδ2 et la BTN3A1 133,160,162. 
 
Une étude a montré que la transfection de la BTN3A1 dans des cellules murines ne 
permet pas l’activation des LT Vγ9Vδ2 en présence de PAgs 163. Ainsi, la protéine BTN3A1 
est nécessaire mais insuffisante à l’activation des LT Vγ9Vδ2 et d’autres partenaires 
protéiques potentiellement impliqués dans ce mécanisme continuent d’être investigués. Des 
équipes ont cherché à approfondir les connaissances dans la séquence d’activation des LT 
Vγ9Vδ2 162. Grâce à la technique de spectrométrie RMN, cette étude a montré que le 
domaine intracellulaire B30.2 de la BTN3A1 subit un changement conformationnel lors de sa 
liaison avec le PAg, puisque la fixation du PAg dans sa poche de liaison va modifier la 
conformation préexistante du domaine intracellulaire B30.2. De plus, les domaines 
extracellulaires de la BTN3A1 adoptent au repos une conformation en V et si cette 
conformation est bloquée artificiellement, l’activation des LT Vγ9Vδ2 suite à l’arrivée des 
PAgs sera diminuée. Ces résultats sont en faveur d’un changement de conformation de la 
BTN3A1 qui serait un évènement clé dans la détection des PAgs précédant l’activation des 
LT Vγ9Vδ2. 
 
Grâce à une cartographie du génome, une étude particulièrement récente (publiée en 
février 2020) a identifié la BTN2A1 comme nouvel acteur dans la détection du PAg par les LT 
Vγ9Vδ2 164. Après identification, les chercheurs ont regardé si cette molécule liait 
directement le TCR Vγ9Vδ2 et si son action pouvait être conjointe avec celle connue de la 
BTN3A1. Ces travaux montrent que les LT Vγ9Vδ2 ne peuvent pas s’activer par des PAgs 
bactériens ou de mammifères en l’absence de la BTN2A1 et que l’expression de la BTN2A1 
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est requise pour la lyse tumorale médiée par les LT Vγ9Vδ2. De plus, la perte de la BTN2A1 
ne peut pas être compensée par la BTN3A1 ou d’autres butyrophilines. La BTN2A1 peut se 
lier directement au TCR Vγ9Vδ2 et s’associer avec la BTN3A1 à la surface des cellules 
cibles. Le domaine transmembranaire et/ou intracellulaire de la BTN2A1 joue également un 
rôle important. De plus, l’activation des LT Vγ9Vδ2 médiée par les PAgs nécessite la co-
expression à la fois de la BTN3A1 mais également de la BTN2A1, permettant ensemble la 
reconnaissance du PAg et l’activation des LT Vγ9Vδ2. La liaison de la BTN2A1 se situe au 
niveau du domaine Vγ9 du TCR du lymphocyte. Il existe un second domaine de liaison 
critique sur le TCR qui incorpore Vδ2. La perturbation de ces sites de liaison supprime la 
capacité des LT Vγ9Vδ2 à répondre aux PAgs. Ces résultats ont conduit à la proposition du 













Figure 16 : Modèle d’interaction proposé de la BTN2A1 dans l’activation antigénique des LT 
Vγ9Vδ2 humains. 164 
 
Ces travaux ont été confortés par une nouvelle étude sortie un mois après, ayant 
identifié, par une technique d’hydrides de radiation, la BTN2A1 comme co-facteur critique de 
la BTN3A1 pour la reconnaissance du TCR Vγ9Vδ2 en présence de PAgs 165. Cette étude 
démontre que la reconnaissance antigénique des LT Vγ9Vδ2 est complètement différente de 
celle retrouvée pour les autres cellules immunitaires. Ils ont proposé un modèle dans lequel 
la BTN3A1 et la BTN2A1 se lient toutes deux au TCR Vγ9Vδ2 en réponse au PAg. La liaison 
du PAg pourrait entrainer un remodelage et/ou un changement de conformation de la 
molécule BTN pour former un complexe BTN2A1/BTN3A1 stimulant. La détection du PAg 
aurait lieu grâce à un modèle de ligands composites dans lequel le TCR Vγ9Vδ2 interagit 
directement avec la BTN2A1 et un ligand supplémentaire reconnu d’une façon dépendante 
du CD3R. 




Ainsi la BTN3A1 et la BTN2A1 vont interagir avec le TCR afin de permettre 
l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs, mais la séquence temporelle qui régit ces trois 
acteurs reste inconnue. Une étude publiée en juin 2020 a permis d’établir plus finement 
l’intervention de ces trois paramètres et a proposé ainsi un nouveau modèle séquentiel de 
reconnaissance antigénique des LT Vγ9Vδ2 166. Ce modèle est résumé dans la Figure 17 ci-
contre. 
Figure 17 : Modèle d’interaction séquentielle de la reconnaissance antigénique des 
LT Vγ9Vδ2. 
 
Dans ce modèle, le TCR Vγ9Vδ2 est uniquement critique lors de l’initiation du contact 
entre le LT Vγ9Vδ2 et sa cible pour former un conjugué, via la liaison de la BTN2A1 au 
niveau de la chaine γ9 du TCR. Cette liaison permet de délivrer le premier signal de 
l’activation du lymphocyte T et de maintenir la forte densité nécessaire au bon déroulement 
d’une synapse immunologique. Secondairement, la région CDR3 de la chaine δ2 du TCR se 
lie à un autre partenaire présent sur la cible qui reste inconnu, permettant également de 
moduler le premier contact entre le TCR Vγ9Vδ2 et la cible. Ces deux étapes ne dépendent 
pas des PAgs. Ainsi la liaison du TCR Vγ9Vδ2 à sa cible peut se dérouler en l’absence de la 
BTN3A1. Cependant, la BTN3A1 va délivrer le second signal, qui agit comme un ligand de 
co-stimulation nécessaire afin de permettre la stabilisation du contact entre les deux 
conjugués et le maintien de la synapse. Après contact entre la cible et le LT Vγ9Vδ2, la 
BTN3A1 est recrutée au niveau de la synapse immunologique puis la partie extracellulaire 
change de conformation pour permettre la liaison du récepteur. Cette étape est dépendante 
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du PAg mais pas de la présence du TCR Vγ9Vδ2.  
 
Pour résumer, le modèle proposé dans cette étude implique deux récepteurs : le TCR 
Vγ9Vδ2 et le récepteur de la BTN3A1 qui reste à déterminer. De plus, le modèle implique 
trois ligands : la BTN2A1 qui se lie au niveau de la chaine Vγ9 du TCR, la BTN3A1 qui se lie 
au niveau d’un récepteur restant à déterminer et un ligand inconnu qui se lie à la chaine Vδ2 
du TCR Vγ9Vδ2. Ainsi des travaux supplémentaires sont nécessaires afin d’identifier les 
autres récepteurs et ligands impliqués dans le mécanisme d’activation des LT Vγ9Vδ2 par 
les PAgs. 
 
L’action de ces butyrophilines est cruciale mais insuffisante pour permettre cette 
activation. De plus, les BTN sont régulées par différents adaptateurs qui participent à 
l’activation des LT Vγ9Vδ2. Par conséquent, d’autres études ont cherché à identifier de 
nouveaux partenaires à ce mécanisme. 
 
II.IV.C.2. F1-ATP synthase, Apo A1 et ABCA1 
 
Parmi les candidats étudiés, la F1-ATP synthase, exprimée à la surface des cellules 
tumorales lysées par les LT Vγ9Vδ2, pourrait s’associer à l’apolipoprotéine A1 pour former 
un complexe de présentation des PAgs à la surface des cellules cibles 167. De plus, l’ApppI, 
un dérivé adénylé de l’IPP, pourrait se lier de manière stable à la F1-ATPase et promouvoir 
l’agrégation du TCR, la sécrétion d’IFN-γ et la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 168. Pris ensemble, 
ces résultats tendent à montrer que la F1-ATPase, associée à l’Apo A1, pourrait jouer un rôle 
de présentation antigénique des PAgs. Cependant, aucune expérience de co-
immunoprécipitation entre la F1-ATPase et le TCR Vγ9Vδ2 n’a pu être réalisée à ce jour et le 
rôle de la F1-ATPase en tant que molécule présentatrice des PAgs n’est pas formellement 
démontré. 
 
Plus récemment, une équipe a mis en évidence un nouveau partenaire participant à 
la reconnaissance des PAgs endogènes avec le domaine extracellulaire IgV de la BTN3A1, 
formant un complexe antigénique reconnu par les LT Vγ9Vδ2 169. Cette étude montre que 
l’accumulation de l’IPP entraine la translocation nucléaire de LXRα, permettant ensuite la 
transcription des gènes Abca1 et apoA-1 puis l’augmentation de l’expression d’ABCA1 et 
d’apoA-I à la surface de la DC. Ce partenaire nouvellement identifié correspond à un 
transporteur membranaire permettant la sortie des PAgs endogènes vers le milieu 
extracellulaire, appelé ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1). Ce dernier agit en 
collaboration avec l’apolipoprotéine A1 et la BTN3A1 pour permettre l’activation des LT 
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Figure 18 : Mécanismes impliqués dans le relargage de l’IPP par les DC traitées au 
zolédronate. 169 
 
Une étude plus récente a également identifié des membres de la famille des 
transporteurs ATP-binding cassette (ABC) (ABCG2 et ABCG1), comme étant impliqués dans 
la sécrétion de cytokines par les LT Vγ9Vδ2 suite au traitement par HMB-PP 170. Ils ont 
également confirmé l’implication du transporteur ABCA-1. 
 
Ainsi ces différents travaux participent à la compréhension des mécanismes 
permettant l’apprêtement des PAgs au TCR afin d’entraîner l’activation des LT Vγ9Vδ2. 
Cependant, d’autres études ont permis d’identifier de nouveaux partenaires intracellulaires 





Le mode opératoire des PAgs endogènes et exogènes n’étant pas encore 
parfaitement décrit, des études ont ciblé leurs recherches dans l’identification de partenaires 
intracellulaires régulant l’activation des LT Vγ9Vδ2. Ainsi, une étude a mis en évidence 
l’implication de RhoB, petite protéine G impliquée notamment dans l’organisation des 
filaments d’actine et le transport vésiculaire, dans les mécanismes d’activation des LT 
Vγ9Vδ2 171. Cette équipe a proposé le modèle d’interaction décrit dans la Figure 19.  





















Figure 19 : Modèle d’interaction proposé de RhoB dans l’activation antigénique des LT 
Vγ9Vδ2 humains. 171 
 
Au repos, il n’y a pas d’accumulation de PAgs et dans ce cas RhoB est sous forme 
inactive dans le noyau de la cellule tumorale, c’est-à-dire lié à une molécule GDP. Suite à 
l’accumulation de PAgs, RhoB va s’activer, sera lié à une molécule GTP et va changer de 
localisation. En effet, il sera dans le cytoplasme et pourra se fixer au niveau du domaine 
intracellulaire B30.2 de la BTN3A1. Grâce à son action sur le cytosquelette, RhoB va 
entrainer une redistribution spatiale de la BTN3A1 et ainsi permettre la fixation du PAg au 
niveau du domaine intracellulaire B30.2. Puis RhoB actif lié au GTP va se dissocier 
permettant un changement de conformation de la partie extracellulaire de la BTN3A1 
conduisant à l’activation des LT Vγ9Vδ2. Les expériences ont été réalisés sur des modèles 
de cancers hématologiques et ont testés l’implication de RhoB en réponse aux PAgs 
endogènes (suite au traitement par ABP) et exogènes (IPP).  
 
L’étude récente de Vyborova et al. confirme l’importance de RhoB dans la 
coordination du signal de co-stimulation délivré par la BTN3A1 166. En effet, la capacité de la 
cellule cible à utiliser les stocks de réserve intracellulaire de la BTN3A1 dépend 
probablement de sa capacité à activer RhoB. Lorsque la protéine RhoB est activée, elle 
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pourra alors exercer son rôle sur la mobilité membranaire pour permettre la modification de 
la conformation de la BTN3A1. 
 
A ce jour il existe peu d’articles scientifiques dans la littérature relatant de l’implication 
de RhoB dans le mécanisme d’activation des LT Vγ9Vδ2 et rien n’est connu concernant les 
cancers solides. C’est pourquoi, l’implication de la protéine RhoB dans ce mécanisme 
correspondait à un des objectifs de mes travaux de thèse doctorale. Par conséquent, nous 
présenterons dans la partie I des résultats de ce manuscrit les principales caractéristiques de 
la protéine RhoB et son implication dans les cancers ainsi que dans l’immunité. Les résultats 
sur la protéine RhoB obtenus dans le cadre de mon projet de thèse seront présentés dans la 
partie I des résultats de ce manuscrit.  
 
Comme la protéine RhoB est nécessaire mais insuffisante pour permettre l’activation 
des LT Vγ9Vδ2, des études ont cherché à identifier d’autres partenaires impliqués dans le 
remodelage du cytosquelette. 
 
II.IV.C.4. La Périplakine 
 
Une étude a identifié la Périplakine, un membre de la famille des protéines 
adaptatrices du cytosquelette, comme étant impliqué dans le mécanisme d’activation des LT 
Vγ9Vδ2 172. La Périplakine interagirait avec un motif di-leucine localisé près de la queue 
cytoplasmique du domaine B30.2 de la BTN3A1, sans interagir avec la BTN3A2 ni BTN3A3 
car ils ne contiennent pas ce motif. Ces travaux ont montré une activation possible des LT 
Vγ9Vδ2 après restauration de la BTN3A1 dans des lignées cellulaires knock out (KO) pour la 
BTN3A1, mais qui restait impossible dans le variant déficient en motif dileucine permettant la 
fixation de la Périplakine (le variant BTN3A1Δexon5). Ces travaux ont testé la réactivité des 
LT Vγ9Vδ2 au PAg endogènes (via l’utilisation du zolédronate) et exogènes via le HMB-PP. 
A ce jour, il n’y a pas d’autres travaux montrant l’implication de la Périplakine dans 
l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs. 
 
Ainsi la réactivité des LT Vγ9Vδ2 est régulée par différents partenaires permettant la 
présentation des PAgs au TCR Vγ9Vδ2. Ces différents partenaires sont présents au niveau 
de la cible tumorale. Cependant, l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs est également 









II.IV.D. Récepteurs complémentaires à la réactivité des LT Vγ9Vδ2 
 
 
En effet, la réactivité des LT Vγ9Vδ2 est régulée par différents récepteurs 
modulateurs. 
 
II.IV.D.1. Les NKRs 
 
Comme les cellules NK, les LT Vγ9Vδ2 expriment de nombreux récepteurs de 
cellules NK (NKR) activateurs ou inhibiteurs 173. Ces récepteurs ont été détaillés dans la 
partie I.I.B.1. de l’introduction de ce manuscrit.  
 
Les LT Vγ9Vδ2 peuvent notamment exprimer le récepteur activateur NKG2D, 
apportant un signal important de co-stimulation puisque son activation entraine une 
amplification de la production cytokinique, la prolifération et la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 
174,175. Une étude a montré que le récepteurs NKG2D et ses ligands étaient impliqués dans 
les effets anti-tumoraux des LT Vγ9Vδ2 contre le mélanome et d’autres cancers épithéliaux 
176. L’expression des ligands de NKG2D à la surface tumorale pourrait être corrélée à la 
cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 contre des blastes de LAM traités par ABP 177. D’autres 
expériences ont montré que le blocage de ce récepteur via un anticorps bloquant va fournir 
un signal de co-stimulation important dans la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 dirigée contre des 
cellules cibles cancéreuses exprimant MICA/B et ULPBs 137,178. 
 
Parmi les NKR inhibiteurs exprimés par les LT Vγ9Vδ2, on peut citer des molécules 
de la famille des lectines C (NKG2A, NKG2C et CD94) 179. Leur expression est corrélée à 
une diminution de l’expression du TCR Vγ9Vδ2 180. Lors d’une activation des LT Vγ9Vδ2 par 
un PAg, tous les récepteurs CD94/NKG2A intracytoplasmiques vont être externalisés à la 
surface 181. Le complexe CD94/NKG2A va alors s’activer et conduire à la diminution de la 
production de cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ et TNF-α), ainsi qu’à l’inhibition de la 
prolifération et de la cytotoxicité dirigée contre des cellules cibles accumulant des PAgs 179. 
Un autre récepteur inhibiteur des cellules NK exprimé par les LT Vγ9Vδ2 est l’ILT2 
(immunoglobulin-like transcript 2). Ce récepteur interagit avec la molécule du CMH I non 
classique HLA-G, exprimée à la surface de cellules tumorales de mélanomes, de carcinomes 
rénaux, de tumeurs hématopoïétiques et de cancers ovariens. L’interaction HLA-G/ILT2 
produit un signal inhibiteur pour la prolifération et la production d’IFN-γ des LT Vγ9Vδ2 
activés par un PAg 182. Ces ligands de ces NKR inhibiteurs sont des molécules du CMH I, 
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dont l’expression à la surface des cellules tumorales fluctue, permettant ainsi d’améliorer la 
détection d’une cellule modifiée par rapport à une cellule saine par les LT Vγ9Vδ2. 
 
Afin de respecter une balance immunitaire raisonnable, la réponse des LT Vγ9Vδ2 
est extrêmement bien régulée grâce à la compétition des signaux inhibiteurs délivrés par les 
récepteurs inhibiteurs avec ceux activateurs 183. 
 
II.IV.D.2. Les Toll-like receptors 
 
Comme pour les LT αβ conventionnels, les TLRs exprimés à la surface des LT 
Vγ9Vδ2 vont également influencer leur activation (voir partie I.II. de l’introduction). Par 
exemple, lorsque les LT Vγ9Vδ2 expriment le TLR 3, la production d’IFN-γ sera augmentée 
184. De plus, la stimulation du TLR 2 exprimé sur les LT Vγ9Vδ2 entraine leur activation via la 
sécrétion d’IFN-γ et l’expression de CD107a 185. Une étude récente a montré que les 
monocytes activés par des ligands de TLR 8 activent les LT Vγ9Vδ2 et ces derniers 
produisent de l’IFN-γ 186. Cependant, cela ne stimule pas la prolifération des LT Vγ9Vδ2 en 
présence de PAg ou de zolédronate. Dans cette étude les agonistes du TLR 7 ont également 
été testé mais ils n’entrainent pas cet effet. Contrairement aux NKRs, les TLRs sont 
uniquement des co-stimulateurs puisqu’ils n’activent pas indépendamment du TCR γδ les LT 
Vγ9Vδ2 187. 
 
II.IV.D.3. Les récepteurs aux cytokines 
 
Les cytokines de l’environnement vont également participer à la régulation de 
l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs par une immunomodulation du microenvironnement 
tumoral. Les cytokines de la famille γc, regroupant 6 cytokines différentes dont l’IL-2, l’IL-7, 
l’IL-15 et IL-21, ont été bien étudiées. Ces cytokines vont toutes influencer les réponses des 
LT Vγ9Vδ2 aux PAgs mais n’auront pas le même effet. Parmi celles-ci, l’IL-2 est la plus 
étudiée. Elle agit comme un facteur de croissance des LT, augmente la cytotoxicité des 
cellules NK et favorise la production des Ig par les LB. De plus, l’IL-2 induit la prolifération et 
la survie des cellules T activées 188. En présence d’IL-2, les LT Vγ9Vδ2 activés suite au 
traitement de PBMCs par un PAg ou un ABP vont proliférer et devenir matures 189. L’IL-7 et 
l’IL-15 peuvent également contrôler l’homéostasie des LT Vγ9Vδ2 190. Enfin, l’IL-21 va 
pouvoir agir en synergie avec les autres cytokines γc pour permettre la prolifération des LT 
lors de la réponse anti-tumorale 191. Cependant, l’IL-21 peut aussi conduire à l’émergence 
des LT Vγ9Vδ2 régulateurs dans le cas d’une surexpression du récepteur CD73 192. 
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D’autres cytokines, comme l’IL-33, ne font pas partie de la famille γc. Cette cytokine 
est capable d’induire in vitro la prolifération des LT Vγ9Vδ2 activés par un PAg, leur 
production en cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ et TNF-α) et leur cytotoxicité anti-tumorale 
193. Une étude complémentaire a permis de confirmer l’effet prolifératif de l’IL-33 in vivo en 
combinaison avec un PAg et montrer que l’expansion des LT Vγ9Vδ2 peut prévenir la 
croissance tumorale dans un modèle murin de lymphome 194. 
 
Ainsi les cytokines influencent grandement l’activation et les réponses des LT 
Vγ9Vδ2, ce qui peut constituer un frein dans le succès des immunothérapies à base de LT 
Vγ9Vδ2 (voir partie II.V. de cette introduction). 
 
II.IV.D.4. Les molécules d’adhésion 
 
Les molécules d’adhésion sont importantes dans l’installation et la stabilisation d’une 
synapse immunologique entre une cellule immunitaire effectrice et sa cible 195. Ainsi les 
molécules d’adhésion sont présentes au sein de la synapse, colocalisant avec le complexe 
TCR/CD3. Le contact entre le LT Vγ9Vδ2 et sa cible est nécessaire pour permettre leur 
activation par les PAgs. Ainsi, les LT Vγ9Vδ2 vont exprimer différentes molécules d’adhésion 
dont le binôme pourra être exprimé sur les cellules tumorales, on parle de couple (ou 
complexe) récepteur/ligand, comme par exemple LFA-1/ICAM-1, CD2/LFA-3 et CD6/CD166. 
 
Le récepteur LFA-1 (lymphocyte function associated antigen 1) est fortement exprimé 
à la surface des LT Vγ9Vδ2. Dans une étude in vitro sur le myélome multiple, la capacité de 
reconnaissance et de cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 contre les lignées tumorales RPMI8226 et 
U266 prétraitées par un PAg (ici le zoledronate ou la Mévastatine) est dépendante de 
l’expression d’ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1) 196. En effet, le blocage 
d’ICAM-1 à la surface des lignées tumorales par un anticorps va diminuer la cytolyse de ces 
cibles. De plus, l’expression induite d’ICAM-1 par transfection dans la lignée AMO-1, 
augmente significativement la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 alors que la lignée parentale ne 
répondait pas à ces effecteurs. Une autre étude a montré que le blocage de LFA-1 par un 
anticorps bloquant à la surface des LT Vγ9Vδ2 va inhiber la cytotoxicité des effecteurs 
envers la cible tumorale Daudi, sans modifier la prolifération ni le relargage des cytokines 197. 
 
Le récepteur CD2, appartenant à la superfamille des Ig, est notamment exprimé à la 
surface des cellules NK et des LT Vγ9Vδ2. L’utilisation d’anticorps bloquant CD2 et LFA-3 
n’a pas d’effet sur l’activité lytique des LT Vγ9Vδ2 mais inhibe fortement le relargage du 
TNF-α et la prolifération 197. Cependant l’intervention du complexe CD2/LFA-3 n’est pas 
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indispensable puisque l’effet inhibiteur des anticorps bloquants est réversible suite à l’ajout 
de la cytokine proliférative IL-2. 
 
L’activation des LT Vγ9Vδ2 est également favorisée par l’expression de la molécule 
d’adhésion CD166 (ou ALCAM), une glycoprotéine transmembranaire appartenant à la 
superfamille des Ig, dont le récepteur exprimé à la surface des LT Vγ9Vδ2 correspond au 
CD6. Une étude a montré que l’expression induite du CD166 suite à la transfection d’une 
lignée CD166- augmente fortement la capacité d’activation des LT Vγ9Vδ2 par la lignée 
traitée par le pamidronate, en augmentant la sécrétion de l’IFN-γ et leur prolifération 198. A 
l’inverse, la downrégulation de l’expression du CD166 sur une lignée tumorale CD166+ va 
diminuer significativement l’activation des LT Vγ9Vδ2 par la lignée traitée par le PAg. Ainsi le 
complexe CD6/CD166 est recruté au centre de la synapse immunologique établie entre un 
LT Vγ9Vδ2 et sa cible tumorale. 
 
Ainsi, cette partie du manuscrit démontre que de nombreux facteurs vont influencer la 
capacité d’activation des LT Vγ9Vδ2. Tous ces paramètres seront importants à prendre en 
compte pour permettre une efficience des thérapies immunitaires utilisant les LT Vγ9Vδ2. 
 
II.V. Applications cliniques des LT Vγ9Vδ2 
 
Les cancers peuvent être traités par différentes thérapies conventionnelles, comme la 
chirurgie, la chimiothérapie ou encore la radiothérapie, utilisées seules ou en combinaison. 
Ces thérapies conventionnelles présentent des limites dans certains cas de figure : tumeurs 
inopérables, efficacité limitée ou encore effets indésirables importants. Ainsi, ces freins ont 
poussé au développement de nouvelles thérapies dont certaines visent à utiliser le système 
immunitaire pour booster l’activité anti-tumorale, on parle alors de l’immunothérapie anti-
cancéreuse. Cette thérapie sera particulièrement intéressante dans les tumeurs où les 
thérapies conventionnelles ont échoué : tumeurs chimiorésistantes, maladie résiduelle après 
le traitement ou sites métastatiques difficiles d’accès. L’immunothérapie anticancéreuse a 
progressivement été développée et testée dans différentes applications. A ce jour, elle est 
couramment retrouvée dans les lignes de traitement de certains cancers et est par exemple 
devenue le traitement de référence des mélanomes métastatiques, permettant l’obtention de 
résultats très encourageant dans cette pathologie au pronostic très sombre 199. 
 
Parmi les cellules immunitaires éligibles à l’immunothérapie anti-cancéreuse, les LT 
Vγ9Vδ2 représentent des candidats intéressants. En effet, comme décrit dans la partie II.II.B. 
du manuscrit, ils sont fortement impliqués dans la réponse anti-tumorale (très cytotoxiques, 
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capables d’infiltrer la tumeur), présentent une reconnaissance antigénique qui est 
indépendante des molécules du CMH et ont une forte capacité d’expansion grâce aux PAgs 
et aux cytokines prolifératives 140,178,200,201. Les premières thérapies utilisant les LT Vγ9Vδ2 
ont été réalisées dans les années 2000 et correspondent à l’immunothérapie anti-
cancéreuse conventionnelle. 
 
II.V.A. Immunothérapie anti-cancéreuse conventionnelle 
 
L’immunothérapie anti-cancéreuse conventionnelle utilisant les LT Vγ9Vδ2 peut être 
divisée en deux catégories : l’immunothérapie active et l’immunothérapie passive, reposant 
toutes deux sur le recrutement des LT Vγ9Vδ2 par un PAg ou après traitement par un ABP. 
Ces deux catégories de l’immunothérapie anti-cancéreuse utilisant les LT Vγ9Vδ2 ont été 
appliquées à différents types de cancers hématologiques et solides, dont majoritairement le 
carcinome rénal 202,203. Le Tableau 3 ci-dessous présente quelques études cliniques 
terminées utilisant les LT Vγ9Vδ2 et leurs résultats cliniques. Ces études seront détaillées 
par la suite. 
 
Tableau 3 : Essais cliniques utilisant les LT Vγ9Vδ2 terminés (adapté de 133, (LNH : 
lymphome non Hodgkinien, MM : myélome multiple, LF : lymphome folliculaire, 2M3B1PP : 
2-methyl-3-butenyl-1-pyrophosphate, ARF : ablation par radiofréquence). 
 
Immunothérapie anti-cancéreuse active 
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L’immunothérapie anti-cancéreuse est dite active lorsqu’elle repose sur l’activation in 
vivo des LT Vγ9Vδ2 via l’administration systémique d’activateurs spécifiques, les 
phosphoantigènes ou des ABP au patient 204,205 (partie verte du Tableau 3). La première 
étude démontrant l’intérêt thérapeutique des LT Vγ9Vδ2 a été menée chez des patients 
atteints de lymphome non-Hodgkinien ou de myélome multiple 206. Dans cette étude, les 
patients ont reçu une injection de pamidronate par voie intraveineuse suivie de doses 
croissantes d’IL-2. L’association du pamidronate avec l’IL-2 à faible dose a été bien tolérée 
par les patients et a conduit à une prolifération des LT Vγ9Vδ2 in vivo, voire à une rémission 
partielle du cancer chez certains patients. La seconde étude a permis de confirmer que 
l’activation des LT Vγ9Vδ2 in vivo était associée à une production de la cytokine pro-
inflammatoire IFN-γ, entrainant le développement d’une réponse immunitaire anti-tumorale 
chez des patients atteints de cancers de la prostate traités par injection intraveineuse de 
zolédronate associée ou non à des injections de faibles doses d’IL-2 202. D’autres études 
cliniques ont suivi, appliquées à des cancers solides (rein, colon et sein) ou hématologiques 
(lymphomes folliculaires) 207,208. Dans ces études, les patients étaient traités par un PAg de 
synthèse, le BrHPP (Phosphotim, Innate Pharma), en administration intraveineuse à doses 
croissantes de BrHPP, seules ou associées à des faibles doses d’IL-2 207. Dans le cas de 
l’étude sur les lymphomes folliculaires, le BrHPP était testé en combinaison avec l’anticorps 
monoclonal anti-CD20 appelé Rituximab (voir partie II.II.B. du manuscrit). La réponse 
clinique de ces différentes études est globalement assez décevante mais des réponses 
thérapeutiques partielles ont été observées (par exemple la réponse objective de l’étude de 
Dieli était de 3/18) ainsi que des réponses complètes (24%) chez les patients atteints de 
lymphomes folliculaires.  
 
Immunothérapie anti-cancéreuse passive 
 
L’immunothérapie anti-cancéreuse est dite passive lorsque l’expansion des LT γδ est 
réalisée ex-vivo à partir de PBMCs en utilisant des phosphoantigènes ou des ABP, suivie de 
l’administration des LT Vγ9Vδ2 cultivés au patient, on parle de transfert adoptif. L’expansion 
ex-vivo des LT γδ était généralement réalisée à partir des propres cellules du patient 
(autologue, partie bleue du Tableau 3) mais il existe quelques études avec une expansion 
hétérologue (PBMCs d’un donneur sain, non présentées dans le Tableau 3). La première 
étude testant le transfert adoptif autologue de LT γδ a été réalisée chez des patients atteins 
de carcinome rénal 209. Dans cette étude, l’expansion des LT γδ du patient a été réalisée 
grâce au PAg 2M3B1PP (2-methyl-3-butenyl-1-pyrophosphate) puis ces LT γδ ont été 
administrés au patient par des injections multiples, combinées à de faibles doses d’IL-2. Les 
résultats ont montré une réponse objective moyenne via un ralentissement de la croissance 
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tumorale (3/7) mais aucune réponse complète. Une autre étude clinique, réalisée sur des 
patients atteints de cancers du foie (carcinome hépatocellulaire), combine la technique de 
traitement d’ablation par radiofréquence (ARF) avec un transfert adoptif autologue de LT γδ 
210. Les 30 patients retenus dans le bras combinaison ont reçu 3 à 6 injections intraveineuses 
LT γδ amplifiés ex-vivo au préalable par le zolédronate. Les résultats ont montré une survie 
sans progression supérieure dans le bras combinaison, par rapport au bras ARF seul. Les 
meilleurs pronostics ont été rapportés chez les patients ayant reçus 6 injections de LT γδ 
amplifiés. Cette étude n’a pas rapporté d’importants effets secondaires à cette combinaison, 
suggérant la possibilité de développer d’autres études associant l’immunothérapie anti-
cancéreuse utilisant les LT γδ avec une thérapie conventionnelle. 
 
Tolérance de l’immunothérapie anti-cancéreuse conventionnelle 
 
Quel que soit le type d’immunothérapie anti-cancéreuse conventionnelle utilisant des 
LT Vγ9Vδ2, elles présentent une sécurité d’utilisation satisfaisante mais des résultats 
d’efficacité assez décevants. Les essais thérapeutiques pionniers ont définis les conditions 
pour une utilisation sans risque des phosphoantigènes et des ABP afin d’induire les LT 
Vγ9Vδ2 chez les patients. L’effet indésirable le plus fréquent correspond à l’apparition d’un 
syndrome pseudo-grippal sans expansion de LT Vγ9Vδ2, généralement provoqué après 
administration de faibles doses de stimuli. La plupart des effets indésirables sont de grade 1-
2 (avec de la fièvre, fatigue, augmentation des transaminases hépatiques et une 
éosinophilie) 90. Les effets indésirables sévères, de grade 3 et 4, ayant été reportés sont 
caractérisés par une thrombose, une hyperglycémie, une hypocalcémie, des douleurs de la 
mâchoire et musculosquelettiques, une gastrite, un infarctus du myocarde et une toxicité 
rénale 204. 
 
Limites de l’immunothérapie anti-cancéreuse conventionnelle 
 
Alors que la sécurité de l’utilisation des LT Vγ9Vδ2 a été démontrée et que les 
paramètres pharmacodynamiques des PAgs administrés chez l’homme sont bien connus, 
l’efficacité de cette thérapie reste limitée puisque la moyenne de réponse est de 21% 
associée à un taux moyen de bénéfice clinique de 57%. Cette efficacité modeste pourrait 
être reliée à l’anergie des LT Vγ9Vδ2 activés, associée à une diminution du nombre de LT 
Vγ9Vδ2 du sang périphérique après administration des stimulants (PAg et N-bis) 204,211. 
 
En effet, l’anergie des LT Vγ9Vδ2 et la diminution du nombre de LT Vγ9Vδ2 du sang 
périphérique après administration des activateurs représentent des problèmes qualitatifs et 
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quantitatifs pour l’immunothérapie conventionnelle à base de LT Vγ9Vδ2. Concernant le 
problème qualitatif, la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 peut être affectée par le MET suppresseur 
et le stade tumoral, pouvant tous deux limiter les fonctions anti-tumorales des LT Vγ9Vδ2. 
Par exemple, dans les carcinomes pancréatiques, les capacités cytotoxiques des LT Vγ9Vδ2 
sont diminuées par des faibles niveaux des facteurs solubles MICA/B dans le MET 211. 
Concernant le problème quantitatif, la polarisation des LT γδ va entrainer une baisse du 
nombre de LT Vγ9Vδ2 anti-tumoraux, via des cytokines telles que l’IL-23, l’IL-15 et le TGFβ 
qui sont présentes dans le MET. Par exemple, dans les cancers squameux de la peau, on 
retrouve significativement plus de LT γδ 17 chez des patients atteints par des stades 
avancés de cette maladie (stades II et IV), par rapport aux patients atteints par des stades 
plus précoces (stades I et II). A l’inverse, les fréquences de LT Vγ9Vδ2 sont plus importantes 
chez les patients atteints par les stades précoces (stade I et II), mais diminuent de façon 
significative chez les patients atteints de stades plus avancés (stades III et IV) 212. Ainsi, une 
hypothèse a été que la polarisation des LT γδ limite l’efficacité de l’immunothérapie 
conventionnelle utilisant les LT γδ en influençant la balance entre les LT γδ pro-tumoraux et 
anti-tumoraux. Puisque que les LT γδ Vδ1 ont un rôle controversé dans l’immunité anti-
tumorale, il serait important d’éliminer au préalable les sous-groupes de LT γδ pro-tumoraux 
avant le transfert adoptif au patient. De plus, l’expansion in vivo rend possible la prolifération 
de certains sous-groupes pro-tumoraux, donc cette expansion devrait se faire en évitant 
d’être dans un MET immunosuppresseur puisque cela augmenterait la probabilité de 
polarisation des LT γδ en sous-groupes pro-tumoraux. Pour éviter ce phénomène, une 
équipe a suggéré la mise en œuvre de ces stratégies thérapeutiques à un stade TNM 
précoce de la maladie pour éviter que le MET soit déjà immunosuppresseur chez le patient. 
Moduler cette polarisation pourrait ainsi améliorer l’efficacité au long terme de ces thérapies. 
 
Les LT γδ sont capables de changer leur fonction immunitaire en réponse à une 
stimulation cytokinique, puisque des LT γδ anti-tumoraux peuvent devenir pro-tumoraux 
après stimulation par différentes cytokines du MET. Au vue de l’importance de la balance 
cytokinique tumorale, il est envisageable de modifier artificiellement cette balance afin de 
favoriser la reprogrammation des LT γδ pro-tumoraux en anti-tumoraux. Ainsi, mesurer les 
taux de cytokines immunosuppressives (comme par exemple l’IL-23, l’IL-1β, l’IL-15, l’IL-17, 
l’IL-4, l’IL-10, l’IL-36γ ou le TGFβ) pourrait permettre de prédire le statut immunitaire du 
patient avant de débuter l’immunothérapie à base de LT γδ. Par exemple, l’IL-36γ va 
promouvoir la production de l’IFN-γ par les cellules T CD8+, les cellules NK et les LT γδ, ce 
qui va transformer le MET, favoriser l’élimination tumorale et exercer des puissants effets 
anti-tumoraux 213. 
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De plus, il est probable que le statut immunitaire de l’hôte peut également impacter 
l’efficacité de l’immunothérapie par transfert adoptif de LT γδ mais à ce jour trop peu 
d’études ont évalué ce paramètre chez le patient avant le lancement du traitement. En effet, 
on peut imaginer que la composition du MET, l’action des immune checkpoints ou encore les 
niveaux de cytokines du patient impacteront sa thérapie. Dans un contexte d’immunothérapie 
par LT γδ, les immune checkpoints tels que PD1, les cytokines immunosuppressives telles 
que l’IL-17 et l’IL-4, ainsi que des cellules immunitaires telles que les neutrophiles sont tous 
impliqués dans les réponses immunitaires cytotoxiques des LT γδ. Par conséquent, 
l’évaluation du statut immunitaire des patients avant de débuter l’immunothérapie par LT γδ 
pourrait diminuer la faible efficacité attendue de ces traitements et apporter une solution 
thérapeutique au patient. Ainsi, avant d’élargir les applications de ces thérapies il faudrait 
réussir à changer le MET suppresseur en environnement normal et pouvoir attirer d’autres 
cellules effectrices en support. 
 
II.V.B. Nouvelles stratégies d’immunothérapies à base de LT γδ  
 
La compréhension des mécanismes moléculaires indispensables à l’activation des LT 
γδ et l’étude de leurs récepteurs nécessaires à leur action anti-tumorale a été essentiel pour 
éviter la tolérance lymphocytaire et la délétion des LT γδ naturels chez des patients atteints 
de cancers à stades avancés 151,214–216. Des stratégies alternatives à l’immunothérapie anti-
cancéreuse conventionnelle sont actuellement en cours de développement, visant par 
exemple à recruter de façon sélective des LT γδ résidents par des molécules bispécifiques 
combinant un anti-TCR γδ avec un anti-EGFR, ciblant le récepteur à l’Epidermal Growth 
Factor, afin de lier les LT γδ à l’EGFR exprimé par les cellules tumorales 217. Ce concept 
pourrait être plus efficace que les molécules bispécifiques classiques liant les cellules 
exprimant le CD3 à l’aide d’un anti-CD3 (incluant ainsi les LT γδ et les LT αβ) car la 
distribution intra-tumorale de TILs n’est pas toujours égale entre les LT γδ et les LT αβ 97. 
Chez des patients atteints de glioblastomes, l’injection topique (sur la peau) de LT γδ 
génétiquement modifiés pour être chimiorésistants a été testée après administration du 
traitement standard 218. Ainsi, l’injection des LT γδ permet de rétablir le pool de TILs γδ 
supprimé par la chimiothérapie standard sans concession de dose pour le patient. Une 
observation faite à partir de l’Ibrutinib, un inhibiteur de la Bruton tyrosine kinase (BTK) 
couramment prescrit dans le traitement des leucémies lymphoïdes chroniques, conforte la 
potentielle efficacité des LT γδ endogènes. En effet, l’Ibrutinib peut partiellement reverser la 
tolérance des LT Vγ9Vδ2 de patients atteints cultivés in vitro 219. De plus, la plupart des 
inhibiteurs de checkpoints développés en clinique vont également affecter le répertoire de LT 
γδ anti-tumoraux. En effet, les patients traités avec l’inhibiteur de CTLA-4 nommé Ipilimumab 
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vont avoir une plus forte proportion de LT Vγ9Vδ2 endogènes par rapport aux patients non 
traités par cet anticorps thérapeutique, ce qui montre que le succès de cette thérapie n’est 
pas seulement lié au répertoire anti-tumoral de LT αβ conventionnel 71. De façon 
surprenante, cette étude présente des effets différents entre les répertoires δ2+ et δ2- avec 
une augmentation de la proportion pour les δ2+ et une diminution pour les δ2- montrant ainsi 
des mécanismes de régulation divergents entre ces deux sous-types. 
 
Dans le cadre des nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant les LT γδ, trois 




















Figure 20: Les nouveaux concepts de thérapies sélectives applicables aux LT γδ. 133 
 
Delta one T cells (DOT) 
 
Ces cellules correspondent à des LT γδ enrichies en δ1 suite à des conditions de 
culture particulières et expriment plus de 60% de δ1. L’étude pionnière de ce concept a 
décrit un protocole permettant l’expansion et la différentiation de cellules δ1+ cytotoxiques à 
partir de PBMCs de donneurs sains ou de patients atteints de leucémies myéloïdes 
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chroniques, comprenant notamment trois semaines de stimulation par des agonistes du TCR 
et des cytokines (comme l’IL-4 et l’IL-15) 220. Les caractéristiques phénotypiques et 
fonctionnelles de ces cellules δ1+ ainsi obtenues ont été réalisées in vitro et in vivo. Les LT 
δ1+ obtenus sont cytotoxiques via l’expression de novo des récepteurs cytotoxiques NKp30 
et NKp44, et ont une expression de NKG2D et DNAM1 uprégulée. Lorsqu’ils sont transférés 
in vivo, les DOTs peuvent infiltrer les tumeurs et les organes périphériques de façon 
persistante. Ainsi, les DOTs injectés vont proliférer in vivo et seront capables de produire de 
l’IFN-γ et du TNF-α sans produire pour autant de l’IL-17. Dans des modèles de xénogreffes, 
cette étude a montré que les DOTs sont capables d’inhiber la croissance tumorale et de 
prévenir la dissémination des cellules tumorales. Cependant, une des limites de cette 
technique est la possible et progressive downrégulation naturelle des récepteurs 
cytotoxiques après infusion chez le patient. 
 
Chimeric antigen receptors expressing T cell (CAR-T) γδ 
 
Afin de maitriser les limites des DOTs, des LT γδ ont été modifiés génétiquement afin 
de forcer l’expression de récepteurs d’antigènes chimériques (CAR) réactifs contre les 
tumeurs 221,222. A la différence des DOTs, les cellules utilisées dans ce concept sont des LT 
Vγ9Vδ2 porteurs du TCR transgénique, en raison de leur forte abondance dans le sang 
périphérique et la facilité d’accès pour la conception in vitro. Cette technique permet la 
persistance à long terme des récepteurs nouvellement introduits génétiquement sans 
downrégulation. Les CAR T conventionnels ont été développés plus précocement que les 
CAR T γδ et sont en cours d’utilisation dans des essais cliniques. Cette thérapie innovante 
est toutefois freinée par un effet indésirable critique correspondant au risque de syndrome de 
relargage cytokinique (ou appelé également orage cytokinique), qui peut être sévère et 
mortel pour le patient s’il n’est pas pris en charge immédiatement ou limité grâce à l’injection 
préalable du Tocilizumab (anticorps monoclonal anti-IL-6). Un des avantages que pourraient 
présenter les CAR T γδ serait que ce risque est moindre pour cette population cellulaire, 
notamment en comparaison aux cellules NK 223. Cependant, les cellules NK et les LT γδ sont 
étroitement contrôlés par les récepteurs cytotoxiques naturels et les KIRs et doivent être 
éduqués au fil du temps 224. A ce jour, cette stratégie est majoritairement développée pour 
traiter des cancers hématologiques car les récepteurs transgéniques nouvellement introduits 
sont souvent spécifiques de ces tumeurs, comme par exemple le CD19, mais il y a encore 
peu de développement pour des récepteurs exprimés par des cancers solides 225. 
 
T cells engineered with defined γδ TCR (TEGs) 




Ce concept exploite les capacités de réactivité tumorale des TCR γδ, pouvant être 
isolés à partir de cellules γδ Vγ9Vδ2+ ou Vγ9Vδ2-. Dans cette construction, le porteur du 
TCR modifié est un LT αβ et les chercheurs peuvent ainsi créer des LT helpers et/ou 
effecteurs afin d’induire la réponse immunitaire la plus durable possible. Ainsi, ce concept 
combine le ciblage tumoral réalisé par le TCR γδ avec les capacités importantes de 
prolifération et de mémoire des LT αβ conventionnels. Cette technique permet de forcer 
l’expression des TCR γδ sur les LT αβ grâce à des transductions ce qui empêchera 
l’expression endogène des TCR αβ, permettant ainsi de s’affranchir des problèmes 
classiques d’allo-compatibilité dus à la reconnaissance dépendante des molécules du CMH 
du TCR αβ. Ce concept permet également d’éradiquer la fréquente diminution des LT γδ 
chez les patients atteints par des stades avancés de la maladie, peu prolifératifs ou après 
polarisation en LT γδ producteurs d’IL-17 entrainant ainsi une tolérance des cellules 
cancéreuses 87. Ce concept de nouvelle génération de CAR T cells, appelé TEGs, 
correspond à une découverte majeure dans ce domaine 151,214,226,227. Contrairement aux CAR 
T cells, l’antigène n’est pas un antigène spécifique de la tumeur mais les PAgs, dont on a vu 
précédemment qu’ils étaient exprimés dans les cancers. Ainsi, l’utilisation des TEGs est 
beaucoup plus large que celle des CAR T cells et permettrait de s’appliquer à des tumeurs 
solides et hématologiques 214,228. Par exemple, il a été montré que les TEGs peuvent cibler 
les cellules souches leucémiques et éliminer un myélome multiple primaire 171,229. De plus, 
une fois que le TCR Vγ9Vδ2 est exprimé sur le LT αβ, le signal activateur délivré par le TCR 
γδ est moins sensible à l’inhibition par les KIRs car ils sont moins fréquents à la surface de 
ces LT conventionnels. Si les LT CD4+ et CD8+ sont reprogrammés avec un TCR Vγ9Vδ2, ils 
acquièrent tous deux des propriétés cytotoxiques, mais les TEGs CD4+ ont également la 
capacité de maturation en CPA professionnelle, comme les DC 214. La maturation des DC est 
médiée par les TEGs CD4+ qui détectent via le TCR modifié l’augmentation des niveaux de 
PAgs dans des DC immatures traitées par des ABP 151. Cette propriété favorise la diffusion 
du TEG et sa rencontre avec des antigènes classiques associés aux tumeurs. Les TEGs 
exprimant un TCR Vγ9Vδ2 de haute affinité sont en cours d’utilisation dans une phase I d’un 
essai clinique chez des patients réfractaires ou en rechute d’une leucémie aigüe myéloïde ou 
d’un myélome multiple 230. Cette stratégie thérapeutique représente l’une des nombreuses 
possibilités de développement dérivant des LT γδ et de leurs récepteurs 227. 
 
Un des paramètres important à appréhender sera l’éventuelle cross-réactivité de ces 
thérapies avec les tissus sains dans un contexte probable d’inflammation afin d’éviter le 
phénomène d’off-target, qui a notamment été observé lors du développement des thérapies 
de LT αβ modifiés 231. Pour les thérapies à base de TCR Vγ9Vδ2 des recherches continuent 
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pour déterminer des biomarqueurs de susceptibilité, tels que des polymorphismes ou la 
relocalisation de RhoB du noyau vers la membrane plasmique. L’analyse d’échantillons de 
biopsies liquides afin de déterminer ces critères de relocalisation de RhoB pourrait faire 
partie des critères d’inclusion pour les patients. 
 
Perspectives pour l’immunothérapie à base de LT γδ 
 
Ainsi les immunothérapies anti-cancéreuses utilisant des LT γδ montrent des 
résultats encourageants mais des progrès restent nécessaires. Même si à ce jour les 
résultats cliniques ne sont pas encore connus, il est probable que les nouvelles stratégies 
thérapeutiques améliorent l’efficacité de ces traitements. Il est aussi possible de tester 
l’efficacité de ces nouvelles stratégies en association avec d’autres thérapies. Par exemple, 
la combinaison de ces nouvelles stratégies thérapeutiques avec des chimiothérapies ou 
d’autres immunothérapies pourrait permettre de contrecarrer le MET immunosuppresseur 
présent dans les tumeurs. En effet, une association avec des inhibiteurs d’immune 
checkpoints pourrait améliorer l’activité anti-tumorale des lymphocytes utilisés dans ces 
thérapies. L’interaction entre PD-1 exprimé sur les LT αβ et son ligand PD-L1 sur les LT γδ 
va limiter l’activation des effecteurs T αβ. Ainsi le blocage de cette interaction par l’utilisation 
d’un inhibiteur de PD-1 va favoriser l’activation des LT αβ. De plus, une étude réalisée à 
partir de patients atteints de lymphomes folliculaires a montré une abondante proportion de 
TILs γδ exprimant PD1 232. Ces LT γδ PD1+ présentent une capacité diminuée d’ADCC par 
rapport aux PD1-, qui pourrait être restaurée après blocage de ce récepteur par un traitement 
inhibiteur de checkpoint (anti-PD1). Ces stratégies ont également été envisagées pour 
d’autres récepteurs ou ligands d’immune checkpoints tels que CTLA-4, IDO, VISTA, 
Galectin-9, LAG-3 et TIM-3 233–235. 
 
Enfin, l’association des LT γδ avec d’autres cellules T cytotoxiques (tel que les LT αβ 
ou les cellules NK) pourrait permettre d’augmenter l’efficacité de la thérapie grâce à une 
double action synergique : la reconnaissance non restreinte au CMH des LT γδ avec la 
réponse adaptative et/ou cytotoxique des cellules T spécifique de la tumeur. On dénombre 
actuellement une augmentation d’études combinant des immunothérapies ciblant différentes 
cellules du système immunitaire 236,237.  
 
Ainsi les LT Vγ9Vδ2 correspondent à une population de cellules immunitaires 
fortement cytotoxiques présentant un potentiel thérapeutique très intéressant dans les 
cancers. Cependant, dans le but d’améliorer l’efficacité des thérapies utilisant ces cellules, 
des études supplémentaires sont nécessaires afin de compléter les connaissances sur leur 





L’étude des mécanismes d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les phosphoantigènes a 
permis la mise en évidence d’un nouveau partenaire, la petite GTPase RhoB, intervenant 
dans la modification de la conformation de la BTN3A1 (voir partie II.IV.C.3. de l’introduction). 
Puisque l’investigation de ce mécanisme correspond à un des objectifs de mes travaux de 
thèse doctorale, la première partie de mes résultats sera consacrée à ce projet. 
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L’équilibre entre la tolérance et l’immunité peut être perturbé par l’apparition de 
certaines maladies comme les cancers. Au cours du processus tumoral, les différents 
acteurs du système immunitaire sont mobilisés au niveau du site tumoral pour exercer leur 
fonction pro- et/ou anti-tumorale. Parmi l’arsenal de cellules immunitaires disponibles dans 
ce système, les lymphocytes T Vγ9Vδ2 représentent un groupe particulièrement intéressant. 
 
Les lymphocytes T Vγ9Vδ2 disposent de capacités cytotoxiques comparables aux 
cellules de l’immunité innée comme les cellules NK. Grâce au système granzyme/perforine, 
à la grande production de cytokines pro-inflammatoires, à l’expression des ligands de Fas et 
TRAIL ainsi que l’expression du CD16, les lymphocytes T Vγ9Vδ2 ont un fort potentiel 
cytolytique. 
 
Au cours de l’introduction de ce manuscrit, nous avons détaillé les différents acteurs 
nécessaires à l’activation des lymphocytes T Vγ9Vδ2 par les phosphoantigènes, comme par 
exemple les BTN2A1 et BTN3A1, formant un complexe autour du TCR Vγ9Vδ2 et permettant 
la reconnaissance du PAg. D’autres acteurs interviennent également pour réguler ce 
mécanisme ; comme le transporteur ABCA-1 ou encore la protéine RhoB. 
 
Dès lors que le rôle de RhoB dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par des cancers 
solides n’est pas clairement défini, le premier objectif de mes travaux de thèse visait à 
préciser davantage ce mécanisme, grâce à un modèle in vitro de cancer du poumon. Ce 
travail, réalisé en collaboration avec une autre équipe du CRCT, a abouti à la publication 
d’un article scientifique dans Frontiers in Immunology 238. 
 
Par ailleurs, les LT Vγ9Vδ2 présentent la faculté originale mais peu étudiée de 
pouvoir s’activer en l’absence de cellule cible. Ainsi, l’objectif de la seconde partie de mes 
travaux de thèse était de caractériser cette « self-activation ».  
 
L’ensemble de ces résultats soulignent l’importance de la compréhension du 
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L’activation des LT Vγ9Vδ2 par les 
phosphoantigènes peut être altérée par un 
réacheminement de RhoB dans les cancers du 
poumon. 
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I.I. Contexte et objectifs du projet 
 
Le projet a été initié suite à la publication de l’article « RhoB Mediates 
Phosphoantigen Recognition by Vγ9Vδ2 T Cell Receptor » par le Dr Zsolt Sebestyen dans le 
journal Cell Report 171. Pour rappel, cette étude a montré que RhoB pouvait interagir avec le 
phosphoantigène endogène dans la cellule cible afin d’induire une modification de la 
conformation de la BTN3A1 et permettre l’activation du TCR Vγ9Vδ2. 
 
Le projet de recherche repose sur une collaboration étroite avec l’équipe 3 de notre 
centre de recherches, dirigée par le Pr. Gilles Favre. Les travaux de cette équipe visent à 
mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans les dérégulations 
observées lors d’un cancer, notamment dans les voies de signalisation de survie et de 
prolifération cellulaire, ainsi que de progression tumorale. De plus, l’équipe est spécialiste de 
l’implication des RHOGTPases dans les cancers du poumon et les mélanomes. Cette 
collaboration a permis de travailler avec des lignées cellulaires NSCLC Wild Type (WT, ou 
dites sauvages) ou RhoB Knock-Out (KO) établies par le Dr. Olivier Calvayrac et Sarah 
Figarol doctorante dans l’équipe, ce qui a représenté un outil précieux pour réaliser nos 
expériences. De plus, l’expertise de l’équipe dans les biotechnologies de pointes basées sur 
les interactions protéine-protéine-GFP grâce au Dr Stéphanie Cabantous nous a permis 
d’utiliser le système Split-GFP dans nos expériences. 
 
Ce projet de recherche avait pour but, à partir de la publication de Z. Sebestyen, de 
préciser l’implication de la protéine RhoB dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les 
phosphoantigènes endogènes et exogènes. De plus, il permettait d’étudier le rôle de RhoB 
dans ce mécanisme à partir d’un modèle tumoral de cancer solide, ce qui était inédit puisque 
les travaux précédents portaient sur des cancers hématologiques. Dans ce projet, le modèle 
d’étude retenu est un modèle de NSCLC, cancer dans lequel il a été montré que les LT 
Vγ9Vδ2 ré-infusés chez des patients malades présentaient un effet tumoral potentiel 239,240. 
Nous avons utilisé dans ces travaux un modèle classique d’activation des LT Vγ9Vδ2, c’est-
à-dire hétérologue entre les lymphocytes et des cibles tumorales sécrétrices de 
phosphoantigènes. Nous avons donc analysé le rôle de RhoB dans les réponses à deux 
types de lignées NSCLC, les lignées PC9 et A549, représentatives des deux mutations les 
plus fréquemment retrouvées dans ces cancers qui sont respectivement EGFR et KRAS. 
L’ensemble de ces résultats fait l’objet d’une publication dans Frontiers in Immunology 
présentée dans la suite de ce manuscrit (partie résultats I.III.) 238. Les résultats 
complémentaires, non publiés et obtenus dans le cadre de ce projet, seront présentés par la 
suite (partie résultats I.IV.) 




Avant de présenter les résultats obtenus dans cette partie de ma thèse, il est d’abord 
important d’introduire certaines notions sur la protéine RhoB et son rôle dans les cancers et 
l’immunité. 
 
I.II. Introduction sur la protéine RhoB 
 
 La protéine RhoB appartient à la famille des petites GTPases Rho, qui comprend 20 
membres regroupés dans 5 sous-familles. Ainsi, RhoB appartient à la sous-famille des 
protéines « Rho », comme RhoA et RhoC. 
 
I.II.A. Structure de RhoB 
 
La plupart des acides aminés divergents entre RhoB et le couple RhoA/RhoC sont 
situés près de l’extrémité C-terminale, connue pour être une région hypervariable. La Figure 
21 ci-dessous représente de façon schématique la structure de la protéine RhoB.  
 
Figure 21 : Structure schématique de la protéine RhoB (adapté de 241). 
 
D’après ce schéma, nous voyons que la protéine RhoB est composée de deux 
régions switch, d’une région d’insertion et d’une région hypervariable. Cette dernière est 
schématisée par le rectangle vert zoomé et présente les différences de séquences entre les 
protéines RhoA, RhoC et RhoB. Le rectangle violet correspond à la séquence d’acides 
aminés de la protéine RhoB. Les acides aminés bleus sont différents entre la séquence de 
RhoB et celle du couple RhoA/RhoC. Enfin, le rectangle noir en fin de chaque séquence 
correspond à la boîte CAAX (C=Cystéine, A=Acide aminé aliphatique, X=autre acide aminé). 
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En comparaison avec la séquence du couple RhoA/RhoC, la région hypervariable de RhoB 
contient principalement des résidus polaires. La proportion entre les résidus polaires et 
basiques va impacter la capacité de fixation des protéines effectrices et régulatrices dans la 
région hypervariable 242. 
 
 
I.II.B. Régulation de RhoB 
 
Différents processus vont pouvoir réguler la GTPase RhoB, comme les modifications 
post-traductionnelles sur la protéine, sa localisation ou encore son expression. 
 
Modifications post-traductionnelles de RhoB 
 
La protéine RhoB se différencie de RhoA et RhoC au niveau de la boîte CAAX C-
terminale dans laquelle la Cystéine est modifiée par les lipides isoprénoïdes. En effet, la 
protéine RhoB peut être modifiée à la fois par des isoprénoïdes farnesyl et geranyl-geranyl 
(GG/F sur la Figure 21), alors que RhoA et RhoC peuvent être uniquement geranylgeranylés 
243,244. Il est possible d’inhiber ces isoprénoïdes en utilisant des inhibiteurs de farnésylation 
comme la farnesyltransferase inhibitor (FTI) ou de géranylgéranylation comme le 
geranylgeranyltransferase inhibitor (GGTI). Contrairement à RhoA et RhoC, RhoB ne 
présente pas de domaine polybasique mais elle peut être palmitoylée en position Cys189 et 
192, juste en amont de la cystéine prénylée 243. La prénylation semble indispensable à la 
localisation cellulaire correcte et la conduction de la plupart des fonctions des trois protéines 
RhoGTPases 245,246. 
 
Localisation cellulaire de la protéine RhoB 
 
Les diverses modifications lipidiques possibles sur RhoB présentées précédemment 
vont affecter sa localisation cellulaire, qui sera différente de celles de RhoA et RhoC. En 
effet, RhoA et RhoC sont essentiellement localisées au niveau de la membrane plasmique et 
du cytoplasme. En revanche, la protéine RhoB a été jusqu’alors décrite au niveau des 
endosomes, des corps multivésiculaires (CMV), de la membrane plasmique, de l’appareil de 
Golgi et du noyau 247–250. La forme isoprénylée de RhoB va modifier sa localisation. De ce 
fait, la forme farnésylée de la protéine RhoB entraine une localisation majoritairement 
membranaire, alors que la forme géranylgéranylée entraine une localisation endosomale de 
RhoB 251. 
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Le système endosomal est un réseau complexe jouant un rôle important dans le tri de 
molécules incorporées dans les cellules. Il peut être divisé en deux voies, chacune 
caractérisée par des structures bien particulières. La première voie est celle des endosomes 
précoces, caractérisée par les endosomes de tri et les endosomes de recyclage. La seconde 
voie est celle des endosomes tardifs, définie par les CMV. Par la suite, les endosomes tardifs 
formeront un endo-lysosome après fusion avec un lysosome primaire provenant du réseau 
trans-golgien. Cette structure lysosomale nouvellement formée sera finalement dégradée 
dans les lysosomes. 
 
Ainsi, en fonction de sa localisation endosomale, RhoB aura un devenir distinct. La 
protéine RhoB est essentiellement localisée au niveau des endosomes précoces et du 
compartiment pré-lysosomal 247. Cependant, la protéine RhoB présente une demi-vie courte, 
d’environ 30 minutes, car elle peut être rapidement dégradée via la voie endo-lysosomale 
252,253. Sa dégradation peut être retardée par l’inhibition de l’isoprénylation. Par conséquent, 
l’altération de la dynamique lipidique des endosomes tardifs entraine une accumulation de 
RhoB dans les CMV 254. 
 
La localisation endosomale de RhoB peut être influencée par d’autres facteurs. Par 
exemple, une étude a récemment identifié une autre petite GTPase ADP-ribosylation factor 6 
(Arf6) comme pouvant s’associer avec RhoB sous forme de complexe, afin de réguler sa 
localisation et sa stabilité 255. En effet, la déplétion d’Arf6 entraine une perte de RhoB au 
niveau des membranes endosomales, conduisant à l’élimination de RhoB via la voie endo-
lysosomale. 
 
Expression de la protéine RhoB 
 
Comme toutes les Rho GTPases, l’activité de RhoB est régulée par la charge du 
GTP/GDP via les protéines GEF et GAP (voir partie III.I.B. de ce manuscrit). La plupart des 
GEFs et des GAPs testées ont une action in vitro sur RhoA, RhoB et RhoC mais il existe des 
différences. Par exemple, la GEF3 (RhoGEF XPLM/ARH) se lie à RhoA et RhoB mais pas à 
RhoC 256. De plus la protéine chaperonne SmgGDS se lie aux régions C-terminales 
polybasiques de RhoA et RhoC mais pas RhoB 257. Parmi les trois Rho GDIs, c’est 
uniquement la Rho GDI-3 qui pourra se lier à RhoB 258. En revanche, Rho GDI-1 se liera à 
RhoA et RhoC mais pas à RhoB. 
 
Les niveaux d’expression de RhoB sont profondément régulés en réponse à divers 
stimuli. Par exemple, RhoB peut être ciblé par les ubiquitines ligases Smurf1 et le complexe 
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Cullin2-RBX1 entraînant sa dégradation dans le protéasome 259,260. RhoA et RhoC peuvent 
également être ubiquitinylés mais leurs dégradations seront beaucoup plus lentes que celle 
de RhoB. Ainsi, la protéine RhoB est normalement présente à faible niveau dans les cellules 
à l’état basal, mais peut être rapidement et transitoirement uprégulée par différents stimuli 
tels que les radiations UV, les facteurs de croissance, les cytokines ou encore lors du cycle 
cellulaire 261. Par exemple, le stress génotoxique va rapidement activer RhoB, probablement 
médié par les GEFs nucléaires Ect2 et Net1 262. 
 
De plus, l’ARN messager de RhoB peut être régulé par différents micro-ARNs (miR) 
dans les lignées cancéreuses et les cellules endothéliales. Par exemple, la prolifération, la 
migration et l’invasion sont régulées par le miR21 dans les cellules de cancer colorectal 263 et 
par le miR19a dans les cancers pancréatiques 264 à la fois in vitro et in vivo suite au ciblage 
de RhoB. De plus, RhoB est également régulé par phosphorylation. A la différence de RhoA 
et RhoC, RhoB est phosphorylé et inhibé par la caséine kinase 1 (CK1) sur la sérine 185 265. 
Enfin, la protéine RhoB peut également être phosphorylée sur les résidus tyrosine mais la 
pertinence fonctionnelle n’est pas encore clarifiée 266. 
 
Ainsi, la protéine RhoB est finement régulée et a suscité un grand intérêt en 
recherche. Différents travaux sur la protéine ont été publiés, utilisant différentes techniques 
d’étude. 
 
I.II.C. Techniques d’étude de RhoB dans les cellules 
 
Parmi les différentes techniques permettant d’étudier les protéines dans les cellules, 
certaines peuvent être appliquées à RhoB et ont été utilisées au cours de mes travaux de 
thèse. Ainsi, les techniques utilisées seront brièvement décrites dans le paragraphe suivant. 
 
Modulation de l’activité de RhoB 
 
Dans les années 2000, les protéines Rho ont été identifiées comme étant les 
protéines eucaryotes cibles de nombreuses toxines bactériennes. Ainsi, ces toxines bloquent 
les fonctions des Rho. Par exemple, la toxine C3 exoenzyme isolée à partir de Clostridium 
botulinium inhibe spécifiquement les protéines RhoA, RhoB et RhoC par ADP-ribosylation de 
l’asparagine 41 au niveau du domaine de liaison de l’effecteur de la GTPase, modification 
post-traductionnelle qui ajoute une unité ADP-ribose 267. Ces différentes toxines permettent 
d’étudier les conséquences de la perturbation de l’activation ou de l’inhibition de ces 
protéines Rho. Cependant, cet inhibiteur est faiblement perméable ce qui limite sa 
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pénétration cellulaire et donc son utilisation in vivo.  
 
 
Quantification des protéines RhoB activées : utilisation du système Split-GFP 
 
Afin de monitorer l’activation des petites GTPases, les stratégies d’étude consistent 
en général à évaluer la liaison de la forme active des petites GTPases (liée au GTP) avec un 
domaine spécifique de liaison aux GTPases présent sur des protéines effectrices 
immobilisées sur des billes 268,269. Cependant cette méthode présente des limites car la 
liaison des GTPases au GTP est extrêmement labile et dynamique. De plus l’activation des 
petites GTPases étant étroitement modulée par la localisation subcellulaire des régulateurs 
et des effecteurs des GTPases, de nouvelles approches permettant d’observer en temps réel 
ces phénomènes ont dues être développées 270. Ainsi, le système tripartite split-GFP (triSFP) 
a été développé et validé dans les années 2000 afin de monitorer les interactions protéines-
protéines dans les cellules vivantes 271–273. Par la suite, ce système a été adapté pour la 
détection de l’interaction entre une GTPase et son effecteur 274. Dans ce système, la 
molécule GFP est séparée en trois parties liées à des acteurs indispensables pour 
l’activation des GTPases, que l’on peut nommer la proie, l’appât et le détecteur. Ainsi, la 
recombinaison du système suite à l’engagement de ces différents acteurs va entrainer la 











Figure 22 : Adaptation du système Split-GFP pour le monitoring des petites RhoGTPases.274 
 
D’après la Figure 22, la GTPase est fusionnée avec la partie C-terminale du brin β-10 
de la GFP (GFP10 sur la Figure 22). Le domaine de liaison de l’effecteur (GBD) est quant à 
lui lié à l’extrémité N-terminale du brin β-11 de la GFP (GFP11 sur la Figure 22). Lorsque la 
GTPase est activée (donc liée au GTP), elle va interagir avec son domaine effecteur 
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entrainant une proximité entre le GFP10 et le GFP11. Après ajout du détecteur GFP1-9 qui 
correspond à la troisème partie de la GFP, il va pouvoir se complémenter avec la GFP10 et 
la GFP11 pour reconstituer entièrement la protéine GFP et émettre la fluorescence verte : on 
parle de GFP recombinante (rGFP). 
 
La protéine RhoB présente certaines caractéristiques biochimiques et biologiques qui 
la distingue de ses homologues RhoA et RhoC, ce qui pourrait expliquer certaines de ses 
fonctions spécifiques dans divers processus cellulaires 275. La protéine RhoB présente de 
nombreuses fonctions, notamment au cours du développement ou lors de l’inflammation et 
de la vasculogénèse. De plus, RhoB est impliqué dans le développement tumoral et 
quelques travaux ont montré son impact sur l’immunité. Puisque mes travaux de thèse ont 
porté sur l’étude de l’implication de RhoB dans les mécanismes d’activation des LT Vγ9Vδ2 
par les PAgs dans les cancers, nous ne développerons que ces deux dernières fonctions 
dans la suite de ce manuscrit. 
 
I.II.D. Fonctionnalités de RhoB dans les cancers 
 
La protéine RhoB présente un rôle bivalent pro-tumoral ou suppresseur de tumeur 
suivant les études. En effet, la protéine RhoB a été décrite au départ pour son rôle pro-
tumoral de par sa contribution dans la transformation cellulaire induite par l’oncogène Ras 
276. Mais par la suite, cette équipe a montré un rôle anti-tumoral de RhoB puisque que la 
forme géranylgéranylée de la protéine était nécessaire pour obtenir l’inhibition de la 
croissance cellulaire médiée par les FTI 277. D’autres études ont suivies confortant le 
potentiel rôle suppresseur de tumeurs de la protéine RhoB, notamment via l’inhibition de la 
prolifération, de l’invasion et des métastases tumorales ainsi que l’amélioration de la survie 
278,279. Ainsi la protéine RhoB exerce un rôle bivalent dans les cancers. Le Tableau 4 
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Tableau 4: Résumé du rôle bivalent de la protéine RhoB dans différents cancers 
(adapté de 241). 
 
Les études présentées dans le Tableau 4 incluent dans certains cas des expériences 
in vivo (italique) et/ou des données de patients (souligné). Puisque les expériences menées 
dans mes travaux de thèse se sont appuyées sur un modèle in vitro d’adénocarcinome 
pulmonaire, quelques études portant sur les cancers du poumon seront décrites ci-dessous 
afin d’illustrer le rôle dual de la protéine RhoB dans les tumeurs. Les études sélectionnées 
comportent des expériences in vitro et in vivo, ainsi que des données cliniques. 
 
Rôle pro-tumoral de la protéine RhoB 
 
La protéine RhoB peut contribuer à la tumorigénèse dans certains modèles de 
cancers, via notamment la stimulation de la prolifération, l’angiogénèse, l’invasion et la 
migration cellulaire.  
 
Dans un modèle d’adénocarcinome pulmonaire, une étude a montré que le gène 
codant pour la protéine RhoB présente une activité pro-métastatique 280. Grâce à des 
expériences fonctionnelles in vitro et in vivo qui sur-exprimaient ou diminuaient l’expression 
génique, cette étude démontre que RhoB va promouvoir à la fois les stades précoces et 
tardifs des métastases dans ces cancers pulmonaires. En effet, l’injection systémique de 
cellules d’adénocarcinome pulmonaire A549 RhoB knockdown dans des souris a montré une 
diminution significative des métastases osseuses. Des analyses cliniques ont montré une 
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forte association entre des hauts niveaux d’expression de RhoB et une faible survie associée 
chez des patients atteints d’adénocarcinomes pulmonaires. Par conséquent, de hauts 
niveaux d’expression de RhoB chez ces patients vont promouvoir la progression tumorale, la 
chimio-résistance et contribuer à l’augmentation de la survie cellulaire après traitement par 
rayons γ.  
 
Une autre étude plus récente a également décrit le potentiel rôle pro-tumoral de 
RhoB dans les cancers pulmonaires 281. L’analyse d’échantillons de patients mutés EGFR a 
révélé qu’une faible expression de RhoB était corrélée à une bonne réponse au traitement 
par EGFR-tyrosine kinase inhibitors (EGFR-TKI). En effet, la survie sans progression était de 
15.3 mois lorsque l’expression de RhoB était faible, contre 5.6 mois lorsque RhoB est 
fortement exprimé chez ces patients. D’autres analyses complémentaires, in vitro sur un 
panel de lignées cellulaires tumorales de poumon et in vivo sur des souris transgéniques 
EGFRL858R, ont confirmé qu’une meilleure réponse aux EGFR-TKI était obtenue lors d’un 
faible niveau d’expression de la protéine RhoB. 
 
Rôle suppresseur de tumeurs de la protéine RhoB  
 
La perte de l’expression de RhoB est fréquemment observée dans les cancers du 
poumon et a été corrélée à de mauvais résultats cliniques 282,283. 
 
Grâce à deux analyses indépendantes d’immuno-marquages de tissus pulmonaires 
sains ou de différents stades tumoraux, il a été montré que l’expression de la protéine RhoB 
était très significativement diminuée dans les tissus malins par rapport aux tissus normaux 
283. La perte d’expression de RhoB a été observée dans 96% des tumeurs invasives. De 
plus, l’expression de RhoB a été diminuée de 86% dans les tumeurs faiblement différenciées 
par rapport aux tissus sains, suggérant que ce phénomène apparait rapidement dans le 
processus tumoral. La perte de l’expression de RhoB est significativement corrélée avec le 
stade tumoral et l’index de prolifération via notamment le marqueur de prolifération Ki-67. En 
effet, l’expression induite de RhoB dans la lignée d’adénocarcinome pulmonaire A549 
diminue la prolifération cellulaire in vitro. De plus, l’induction de RhoB diminue la croissance 
tumorale dans des souris nudes xénogreffées in vivo. 
 
Une étude plus récente s’est intéressée à l’utilisation de l’expression de RhoB comme 
marqueur pronostic dans les NSCLC 284. Dans cette étude multicentrique, l’expression de 
RhoB a été analysée par RT-qPCR et immunohistochimie sur des échantillons de patients 
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malades, montrant que la perte de l’expression de RhoB était à nouveau significativement 
associée à une mauvaise survie globale et une faible survie sans progression. De plus, la 
perte de l’expression de RhoB est plus forte dans les stades tumoraux plus avancés et plus 
agressifs (stade IV). Ces résultats ont été confirmés in vivo grâce à des souris transgéniques 
EGFR(L858R)/RhoB+/-. Cette étude suggère ainsi que RhoB représente un marqueur 
pronostic important dans les NSCLC et serait critique dans la progression vers un phénotype 
agressif de cancers. 
 
Ainsi, la protéine RhoB contribue à la dynamique tumorale de multiples façons et 
présente un rôle dual, tantôt pro-tumoral, tantôt suppresseur de tumeurs. Ces différentes 
études montrent l’importance de cette protéine dans le processus tumoral et confortent 
l’intérêt d’approfondir l’analyse de ses fonctions et de sa régulation. 
 
I.II.E. Fonctionnalités de RhoB dans l’immunité 
 
La protéine RhoB est exprimée de façon différentielle par les cellules immunitaires. 
Par exemple, elle est fortement exprimée par les cellules B mais est exprimée de façon 
intermédiaire par les lymphocytes T (CD4+ et CD8+) et les cellules NK 285. Cependant, la 
plupart des travaux concernant l’impact de RhoB dans l’immunité portent sur les 
macrophages et les DC, et peu sur les lymphocytes. En effet, une étude a rapporté une 
augmentation de l’expression de RhoB dans les macrophages suite au traitement par des 
agonistes de TLR comme le lipopolysaccharide 286. De plus, le silencing de RhoB diminue les 
capacités de sécrétion des cytokines IL-6, TNF-α et IL-1β par les macrophages stimulés 
avec des ligands de TLRs. Enfin, cette étude a montré une interaction de RhoB avec la 
chaine α du CMH de classe II au niveau des endosomes des macrophages. Une autre étude 
a rapporté également une augmentation de l’expression de RhoB dans des DC traitées au 
LPS 287. De plus, cette étude a montré que l’inactivation de RhoB dans les DC va diminuer 
leur capacité à activer les lymphocytes T CD4. 
 
La plupart des études de l’impact des RhoGTPases sur les lymphocytes portent sur 
la petite GTPase Rac1 (implication dans la sélection thymique, l’activation lymphocytaire et 
la présentation antigénique) et RhoA (implication dans la cytotoxicité). Néanmoins, des 
souris transgéniques pour la C3-transférase (voir partie des résultats I.II.C.) présentent une 
baisse de la thymopoïèse liée à une forte diminution des sous-types DN2 et DN3 suite à une 
augmentation de leur apoptose 288,289. Outre le développement des cellules T, les 
RhoGTPases influencent également l’activation, la différenciation et la migration des 
lymphocytes T, ainsi que les fonctions des effecteurs T. Là encore, peu de ces travaux 
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incluent RhoB. Nous pouvons toutefois citer une étude qui a investigué le rôle de RhoB dans 
le crawling des lymphocytes 290. Dans ces travaux, l’inhibition de RhoB induite par la C3 
transférase induisait une baisse de l’invasion des lymphocytes. De plus, une autre étude a 
montré que la diminution de RhoA dans les thymocytes induite par la C3 transférase limitait 
leur capacité d’adhésion et par conséquent leur migration, notamment via les β1 intégrines 
291. Cependant les observations des trois études citées dans ce paragraphe ont été obtenues 
suite à l’utilisation de la C3 transférase, dont nous avons vu précédemment qu’elle inhibait 
RhoB mais aussi RhoA et RhoC. Par conséquent, ces résultats sont à modérer puisque 
l’inhibition de RhoB n’était pas spécifique.  
 
Ainsi la protéine RhoB exerce des fonctions diverses dans l’organisme et participe 
notamment à la régulation de la réponse immunitaire. Cependant, le rôle de RhoB dans la 
régulation lymphocytaire reste peu étudié. Par exemple, très peu de travaux portent sur 
l’implication de RhoB dans l’activation des lymphocytes T Vγ9Vδ2 par les phosphoantigènes 
170,171. Les résultats de notre étude présentés dans le paragraphe suivant s’inscrivent dans 
cette thématique et permettent une meilleure compréhension de la régulation du mécanisme 
d’activation des lymphocytes T Vγ9Vδ2 par la protéine RhoB. 
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Vγ9Vδ2T cells are known to be efficient anti-tumor effectors activated through
phosphoantigens (PAg) that are naturally expressed by tumor cells or induced by
amino bisphosphonates treatment. This PAg-activation which is TCR and butyrophilin
BTN3A dependent can be modulated by NKG2D ligands, immune checkpoint ligands,
adhesion molecules, and costimulatory molecules. This could explain the immune-
resistance observed in certain clinical trials based on Vγ9Vδ2T cells therapies. In NSCLC,
encouraging responses were obtained with zoledronate administrations for 50% of
patients. According to the in vivo results, we showed that the in vitro Vγ9Vδ2 T cell
reactivity depends on the NSCLC cell line considered. If the PAg-pretreated KRAS
mutated A549 is highly recognized and killed by Vγ9Vδ2T cells, the EGFR mutated PC9
remains resistant to these killers despite a pre-treatment either with zoledronate or with
exogenous BrHPP. The immune resistance of PC9 was shown not to be due to immune
checkpoint ligands able to counterbalance NKG2D ligands or adhesion molecules such
as ICAM-1 highly expressed by PC9. RHOB has been shown to be involved in the Vγ9Vδ2
TCR signaling against these NSCLC cell lines, in this study we therefore focused on its
intracellular behavior. In comparison to a uniform distribution of RHOB in endosomes and
at the plasma membrane in A549, the presence of large endosomal clusters of RHOB
was visualized by a split-GFP system, suggesting that RHOB rerouting in the PC9 tumor
cell could impair the reactivity of the immune response.
Keywords: RHOB, Vγ9Vδ2T cells, phosphoantigen, endosomes, split-GFP, TCR activation
INTRODUCTION
Gamma delta (γδ) T lymphocytes expressing the T cell receptor (TCR) Vγ9Vδ2 are a prominent
γδ T cell subset in human peripheral blood representing 1–3% of blood mononuclear cells.
Upon activation with non-peptide phosphoantigens (PAgs), these Vγ9Vδ2 T cells proliferate,
produce chemokines and cytokines, and mediate cell cytotoxicity against a large spectrum of
tumor cells (1). These molecules are metabolites from the methyl erythritol phosphate pathway
in microbial pathogens (2) and from the eukaryotic mevalonate pathway in tumor cells which
are thus spontaneously recognized and killed by Vγ9Vδ2 T cells (3, 4). In humans, treatment
with aminobisphosphonates such as zoledronate can exacerbate Vγ9Vδ2 T cell reactivity through
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the upregulation of the endogenous biosynthesis of PAgs in
mammalian cells (5). This PAgs activation was clearly shown to
be TCR-dependent. However, as Vγ9Vδ2 T cells express different
activator and inhibitor receptors such as immune checkpoint
inhibitors and natural killer (NK) receptors, their reactivity can
also be exacerbated or curbed by ligands expressed by target cells
(6, 7). Thus, even overproduction of endogenous PAgs might
reflect themetabolic biases of cancer cells, and presumably occurs
in most if not all types of tumors, some of which are resistant to
Vγ9Vδ2 T killing. Accordingly, tumor-infiltrating γδ T cells have
been detected in several solid and hematopoietic malignancies
but are not always correlated with a good prognosis (8, 9).
However, these cells remain very attractive candidates for cancer
immunotherapies regarding a tumor regression associated with
their significant amplification in the blood for some clinical trials
based on PAg treatment or adoptive transfers of Vγ9Vδ2 T cells
(10–12). In patients with non-small cell lung cancer (NSCLC),
administration of zoledronate was correlated with an increase
of Vγ9Vδ2 T cells in blood and a higher overall survival (13).
A phase I clinical study showed the safety and potential anti-
tumor effect of reinfused ex-vivo expanded Vγ9Vδ2 T cells in
patients with advanced NSCLC refractory to or intolerant to
current conventional treatment (14). These partial responses and
the inevitable relapse with classical treatments make NSCLC
incurable pathologies for which many mechanisms of acquired
resistance have been elucidated, but the recurrent immune-
resistance remains obscure. RHOB is a known tumor suppressor
in lung cancer, and its downregulation, frequently observed
in aggressive tumors (15), is associated with decreased overall
survival (16). More recently, RHOB has also been shown to
confers resistance to EGFR-tyrosine kinase inhibitors in NSCLC
(17), suggesting different roles of this GTPase depending on the
oncogenic and/or therapeutic context. Interestingly, RHOB was
recently shown to mediate endogenous PAg recognition by the
Vγ9Vδ2 TCR (18). RHOB interaction with endogenous PAg in
the target cell could induce a modification of the conformation
of the membrane butyrophilin BTN3A1 which then activates the
Vγ9Vδ2 TCR (19). Here, we investigated the role of RHOB in
the response to PAg-mediated γδ T cell activation in two NSCLC
cell lines with the most represented oncogenic mutations KRAS
and EGFR. After showing that A549 was well-recognized and
killed by Vγ9Vδ2 T cells compared to PC9, we found different
patterns of surface molecule expression for these two NSCLC
cell lines. However, the resistance of PC9 to Vγ9Vδ2 T cell
killing could be due to a rerouting of RHOB in late/degradation
compartments that may prevent its function with BTN3A1 at the
plasma membrane in PC9 cells.
MATERIALS AND METHODS
Reagents and Antibodies
Antibodies for flow cytometry analysis: BV310 anti-CD3, FITC
anti-TCRVγ9Vδ2, PE or PeCy5 anti-CD107a, PeCy7 anti-IFNγ,
PE anti-TIM3, PE anti-Galectin9, PeCy7 anti-PD1, APC anti-
PDL1, PeCy5 anti-CD80, PE anti-CD80, PeCy5 anti-HLAABC,
AF647 anti-CD31, PeCy7 anti-CD38, FITC anti-CD226, FITC
anti-CD112, FITC anti-CD155, PE anti-LFA1, and isotype
controls (BD Biosciences, Pont de Claix, France); BV421 anti-
CD69 and isotype control (Miltenyi Biotech, Paris, France); PE
anti-HLAE (eBiosciences); PE anti-ULPB2,5,6 (R&D Systems,
Minneapolis, USA); APC anti-MICA/B (Biolegend, St-Quentin-
en-Yvelines, France); PE anti-ICAM1 and PE anti-ICAM3
(Immunotech, Marseille, France); PE anti-LFA3 (Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA).
Blocking antibodies: anti-BTN3A1 1 h at 10µg/mL (103.2
clone, kindly gifted by ImCheck Therapeutics, Marseille, France),
anti-γδTCR 1 h at 0.5 mg/mL (B1 clone, Biolegend), anti-ICAM1
(W-CAM-1 clone, Thermo fisher, Villebon sur Yvette, France)
and anti-CD31 1 h at 10µg/mL (HEC7 clone, Thermo fisher,
Villebon sur Yvette, France). The exoenzyme C3 transferase was
used as RHO inhibitor I overnight at 2µg/mL (Cytoskeleton, Inc.
Denver, USA).
Flow Cytometry Analysis
Cells were labeled with 5µg/ml antibodies or isotype controls
for 20min at 4◦C and analyzed on an LSRII cytometer (BD
Biosciences, Pont de Claix, France). Data were analyzed using BD
FACSDiva software, FlowJo software or FlowLogic software.
Vγ9Vδ2T Cell Cultures
Primary Vγ9Vδ2 T cell cultures were generated from peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) isolated from blood of healthy
donors (Etablissement Français du Sang, Toulouse, France).
Briefly, PBMC were stimulated with BrHPP (3µM) and rhIL-2
(300 IU/ml) in complete RPMI 1640 culturemedium (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% fetal calf
serum (Hy1, Thermo Scientific, USA), 100 g/ml streptomycin,
100 IU/ml penicillin and 1mM sodium-pyruvate (Cambrex
Biosciences, Rockland, ME, USA) for 14 days. Purity of the
Vγ9Vδ2 T cells was>95% as determined by flow cytometry using
an anti-TCRVγ9Vδ2 mAb.
Lung Cancer Cell Lines
The human NSCLC cell lines A549, H1299, H827, and PC9 were
previously obtained from the American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA) and cultured in RPMI 1640 medium
containing 10% fetal bovine serum (FBS) and were maintained
at 37◦C in a humidified chamber containing 5% CO2.
For the RHOB KO A549 and PC9, the TALEN sequences
targeting RHOB were designed by CELLECTIS (Paris, France),
and inserted into two plasmids comprising CMV and T7
promoters. Triple transfection of the two TALEN-encoding
plasmids with a Puromycin selection cassette upstream
RHOB gene was performed using the JetPrime R© transfection
agent (Polyplus transfection) according to the manufacturer’s
recommendations. Puromycin selection was performed for 48 h
after transfection and the pool of surviving clones was subcloned
by limit dilution in 96-well plates. For each subclone, RHOB
DNA levels and RHOB protein expression were analyzed by PCR
and Western Blot.
Cytotoxicity Assay
Lung cancer cell lines were treated at 70% of confluence
with BrHPP (1µM, 4 h, Innate Pharma, Marseille, France) or
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Zoledronic acid monohydrate (Zometa, 5µM, overnight, Sigma
Aldrich, Saint Louis, USA). After washing, treated cancer cells
were co-cultured in 96-wells plates with overnight IL-2-deprived
Vγ9Vδ2 T cells (E:T ratio 1:1) in complete medium with anti-
CD107a mAb or IgG1 control (5µg/ml). Brefeldin A (10µg/ml,
Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) was added at 2 h of
co-culture. After 4 h of co-culture cells were washed, stained and
analyzed by flow cytometry. When mentioned, contact between
γδ T cells and target cells was prevented thanks to a Transwell R©
system (Corning). For intracellular IFNγ expression, cells were
fixed with PBS 2% paraformaldehyde and permeabilized with
PBS containing 5% FCS and 1% saponin (Sigma-Aldrich)
prior to staining for 30min with the specified mAb for flow
cytometry analysis.
Trogocytosis Analysis
Lung cancer cells were stained with the lipophilic green-emitting
dye PKH67 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Then, PKH67-positive cells were
co-cultured for 4 h in complete culture medium with PKH67-
negative Vγ9Vδ2 T cells in 96-well U-bottom culture plates at
a cell ratio of 1:1. After gentle centrifugation (110 g for 1min)
and co-cultures for 3min or 4 h at 37◦C, cells were washed
with 0.5mM PBS/EDTA. Trogocytosis was measured as the
acquisition of PKH67 fluorescence, which was characterized via
the increase of the mean fluorescence intensity (mfi) of PKH67
by a flow cytometry.
Monitoring RHOB Activity With a Split-GFP
Reporter System
To evaluate the effect of PAg, A549, and PC9 cell lines were
engineered to express the tripartite split-GFP biosensor system
previously developed to monitor RHOB activity in single cells
(20). To generate the split-GFP reporter cell line, sequential
transductions were performed with lentiviruses encoding for
GFP1-9, the detector fragment of the split-GFP system and the
chimeric construct that coexpress both RHOB fused to the strand
10 of trisfGFP (GFP10-RHOB) and the RHO-binding domain of
Rhotekin (RBD) fused to strand 11 of trisfGFP (RBD-GFP11) in
A549-rtTA or PC9-rtTA cells. After recovery, cells were induced
with 0.25µg/mL doxycycline for 24 h and sorted by FACS
based on GFP fluorescence. To improve the GFP fluorescence
signal upon split-GFP complementation, a GFP nanobody (21)
was expressed from a lentiviral expression vector on optimized
cell lines.
For both fluorescence quantifications of RHOB activity and
analysis of RHOB localization, reporter cells were grown on
µ-Slide 8-well ibiTreat chambered coverslips (Ibidi, Biovalley).
Cells were seeded at a density of 15,000 cells/well for PC9
and 35,000 cells/well for A549 for 24 h. Split-GFP reporter
expression was induced for 24 h with 0.25µg/ml Doxycycline
in RPMI culture medium supplemented with 2% serum (PC9)
and 10% serum (A549), and subsequently treated with PAg
for 16 h with Zoledronic acid monohydrate or 4 h of BrHPP.
To stop the experiment, cells were fixed with 4% PFA, PBS
then stained with a cytoplasmic cell mask, HCS CellMaskTM
Blue Stain (Thermo Fisher Scientific) according to the supplier’s
instructions. Quantitative image acquisition was performed using
an Operetta high-content imaging system (Perkin Elmer) with
a 20× objective lens in the 488/525 nm (GFP) and 360/405 nm
(cell mask) channels. Analysis was performed with Harmony R©
software on an average of 1500 cells/well. The number of
objects and the sum of cell area was determined from the cell
mask staining. The percentage of GFP cells was calculated as:
percentage GFP cells = (number of GFP-positive cells/number
of all objects) × 100, where GFP-positive cells are defined
by cells following this criteria: mean of fluorescence intensity
(MFI) of the object>mean of MFI in the control wells without
doxycycline. GFP intensity sum/cell area was defined as the (GFP
intensity sum of GFP+ cells)/(HCS intensity sum of GFP+ cells).
For confocal analysis, cells were fixed with 3.7% PFA and
permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS buffer. Blocking
was performed with 8% BSA, PBS for 30min before adding
primary antibodies. Anti-GFP10 polyclonal antibody (20) was
used at 1:1,000 dilution for 1 h, followed by secondary antibody
Alexa fluor 594 conjugate anti rabbit IgG (Life technologies)
for 40min. For labeling endosomes, the following primary
antibodies were used: Rab7 [(D95F2) XP 9367, Cell signaling]
1:50, LAMP1 (H5G11) sc-18821, Santa Cruz Biotechnology 1:50.
After overnight incubation, secondary antibodies were added
Alexa fluor 594 conjugate anti rabbit IgG (Life technologies) and
Alexa fluor 647 conjugate anti mouse IgG (Life technologies).
Microscopy images were acquired using LSM 780 or LSM
880 (Zeiss, Oberkochen, Germany) confocal laser scanning
microscopes using a 488 Argon laser with a 490–553 nm emission
filter (GFP) Alexa 594 and DAPI labeling were acquired with
Argon laser (543 nm) and 405UV diode lasers, respectively, using
20x and 63×/1.4 oil immersion objectives. Image analysis was
performed with ImageJ R© software.
Statistical Analysis
Data are expressed as means ± SEM. For comparison of two
series of normally distributed variables, we used paired and one-
tailed Student’s t-tests with α = 0.05 for statistical significance.
Statistical analysis were performed with Prism software.
RESULTS
Differential Activation of Vγ9Vδ2T Cells by
Different PAg-Treated NSCLC Cell Lines
To analyze the role of RHOB in Vγ9Vδ2 T cell reactivity against
NSCLC, we first screened the basal reactivity of Vγ9Vδ2 T cells
against four cell lines with different mutation statuses: A549
(KRAS mutant), H1299 (HRAS mutant), PC9 and H827 (EGFR
mutant). The expression of CD107a and IFNγ by Vγ9Vδ2 T
cells after co-cultures with the different tumor cell lines was
measured by flow cytometry. Compared to the Daudi control
target cells, which induced CD107a and IFNγ expression by
Vγ9Vδ2 T cells, no basal reactivity was detected with the
four NSCLC cell lines (Figures 1A,B black dots). However,
incubation of these cell lines with zoledronate (red dots) or
with an exogenous synthetic PAg, BrHPP (blue dots), induced
a high increase of the percentage of IFNγ and CD107a positive
Vγ9Vδ2 T cells in co-culture with A549, H827, and H1299 but
Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 3 July 2020 | Volume 11 | Article 1396
Laplagne et al. Lung Cancer and γδ T
not with PC9 (Figure 1B). We then checked that this reactivity
was due to an immunological synapse following a contact
between Vγ9Vδ2 T cells and NSCLC target cells and not to PAg
excreted in the co-culture medium. Vγ9Vδ2 T cells were thus
incubated for 4 h with A549 or PC9, previously treated with
PAg, and separated by a Transwell (TW) membrane or with
their conditioned medium. As shown in Figure 1C, no CD107a
expression was detected in Vγ9Vδ2 T cells in the TW condition
or in the conditioned medium condition (CM) (Figure 1C for
a representative experiment and Supplementary Figure 1 for
pooled experiments). Trogocytosis was also evaluated to confirm
the contact dependent reactivity of Vγ9Vδ2 T cells against A549.
Trogocytosis is the transfer of membrane patches following
the establishment of an immunological synapse between a T
lymphocyte and a target cell. The membrane transfer was
measured by the increase of green (PKH67) fluorescence
expressed by the Vγ9Vδ2 T following contact with the A549
cell line previously stained with the PKH67 fluorescent probe
stably inserted into the plasma membrane. Vγ9Vδ2 T cells
expressed PKH67 fluorescence after 4 h of contact with PAg-
treated PKH67+A549 compared to 5min of contact (Figure 1D
for a representative experiment and Supplementary Figure 2
for pooled experiments). CD107a and IFNγ expression by
Vγ9Vδ2 T cells, and their trogocytosis in reaction to A549
were correlated with the death of A549 (Figure 1E and
Supplementary Figure 3A). On the contrary, PC9, even treated
by phosphoantigens was relatively resistant to Vγ9Vδ2 T cell
killing (Figure 1F and Supplementary Figure 3B).
Vγ9Vδ2 T cells can thus be highly activated to kill A549 but
not PC9, when previously treated with phosphoantigens.
Expression of Different Patterns of Surface
Ligands and Adhesion Molecules on A549
and PC9
The immunological synapse between Vγ9Vδ2 T cells and tumor
cells involves different surface molecules such as activator and
inhibitor ligands/receptors, and adhesion molecules. Expression
of these molecules at the surface of A549, PC9, and the Vγ9Vδ2 T
cells was performed by flow cytometry analysis. With regard to
the adhesion molecule pattern, LFA-1, LFA-3, and CD155 were
expressed at the same level by A549 and PC9 whilst ICAM-
3, CD112, CD31, and the costimulatory ligands CD80/CD86
were not expressed (Figure 2A and Supplementary Figure 4A).
However, PC9 expressed high levels of the adhesion molecule
ICAM-1 compared to A549, and A549 expressed high level
of CD38 compared to PC9. The corresponding receptors were
checked at the surface of Vγ9Vδ2 T cells which thus expressed
LFA-1, ICAM-1, ICAM-3, CD2, LFA-3, CD226, CD38, and
CD31 (Figure 2B). Considering the activator and inhibitor
ligands, A549 expressed less ULBPs and PDL1 than PC9 but
more HLA-A,B,C whereas MICA/B and galectin-9 were not
expressed neither by A549 nor by PC9 (Figure 2A), Vγ9Vδ2 T
cells expressed the corresponding receptors NKG2A, NKG2D,
PD1, and Tim-3 (Figure 2B). The level of expression of all
these ligands/receptors on A549 and PC9 were not statistically
affected by PAg treatment (Supplementary Figure 4B). We then
investigated which surface molecules were involved in Vγ9Vδ2 T
cell activation using blocking antibodies. We showed that
blocking the LFA-3/CD2 axis decreased IFNγ expression by
Vγ9Vδ2 T cells in contact with A549 pretreated either with
zoledronate or with BrHPP whilst blocking ICAM-1/LFA-1 or
CD31/CD38 had no effect (Figure 2C). On the contrary, the weak
Vγ9Vδ2 T cell activation by PC9 was decreased at the level of
the ICAM-1/LFA-1 axis, whilst blocking of LFA-3/CD2 and of
CD31/CD38 had no effect (Figure 2D). Moreover, neither the
blocking of NKG2D nor PD1 had an impact on Vγ9Vδ2 T cell
activation by A549 or PC9.
Finally, A549 and PC9 displayed different patterns of surface
ligands and adhesion molecules and involved different surface
molecules in PAg-dependent activation of Vγ9Vδ2 T cells.
However, these differences cannot be sufficient to explain the
different activation of Vγ9Vδ2 T cells by PC9 compared to A549.
Indeed, PC9 expresses a high proportion of the inhibitory PDL1
and a high amount of ICAM-1 and ULBPs which are supposed
to favor a productive immunological synapse. Conversely, A549
expresses CD38 but also expresses the inhibitory ligand HLA-
A,B,C and a weak amount of ULBPs.
As the difference in surface markers of the two NSCLC cell
lines did not explain the difference in Vγ9Vδ2 T cells activation,
we decided to explore inside the cells.
RHOB Deletion in PAg-Treated A549 Cell
Lines Decreases Vγ9Vδ2T Cell Activation
BTN3A1 was previously shown to be involved in Vγ9Vδ2 T
cell TCR-dependent activation. BTN3A1 may interact with the
Vγ9Vδ2 TCR upon association with RHOB activated by its
interaction with endogenous phosphoantigens (18). Thus, we
investigated the role of RHOB in Vγ9Vδ2 T cell activation by
these NSCLC cell lines. Firstly, A549 and PC9 cell lines were
shown to express BTN3A1 at the transcriptomic and protein
level (Figures 3A,B). Interestingly, PAg treatment of these cell
lines had no impact on their BTN3A1 expression. We then
determined whether Vγ9Vδ2 T cell activation by zoledronate-
or BrHPP-treated NSCLC cell lines was BTN3A1-dependent
using a blocking antibody (103.2 clone). The percentage of
Vγ9Vδ2 T cells expressing IFNγ, CD107a and CD69 following
contact with BrHPP- or zoledronate-treated A549 was highly
decreased by the presence of anti-BTN3A1 during the co-culture
(Figure 3C for a representative experiment and Figure 3D for
pooled experiments). BTN3A1 blocking also abrogated the weak
activation of Vγ9Vδ2 T cells by the PC9 cell line (Figure 3E
for a representative experiment and Figure 3F for pooled
experiments). Thus, the high activation of Vγ9Vδ2 T cells by
PAg-treated A549 and the weak activation by PAg-treated PC9
are totally dependent on BTN3A1. As RHOB has been implicated
in the regulation of the immune response through BTN3A1
modulation (18), we studied the implication of this GTPase
in Vγ9Vδ2 T cell activation by NSCLC cell lines. RHOB was
knocked out in the A549 and PC9 cell lines by the TALEN gene
silencing method (Supplementary Figure 5). We then assessed
the effect of this knockdown (KO) on Vγ9Vδ2 T cell activation
by measuring IFNγ and CD107a expression, and trogocytosis
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FIGURE 1 | PAg-treated NSCLC cell lines activate Vγ9Vδ2T cells in a contact dependent manner. Flow cytometry analysis of the IFNγ and CD107a expression by
Vγ9Vδ2T cells in co-culture for 4 h with four different NSCLC cell lines without pretreatment (A) or with zoledronate (red dots) or BrHPP (blue dots) pretreatment
[(B), n > 4 independent experiments], with Transwell system or tumor cell lines conditioned medium in case of A549 and PC9 as target (C). Flow cytometry analysis of
the trogocytosis of the PKH67+ PAg-treated A549 cell line by the Vγ9Vδ2T cells after 5min or 4 h of co-culture, i.e., PKH67 expression by the Vγ9Vδ2 T cells (D).
Measure by flow cytometry of the 7-AAD positive PAg-treated-A549 (E) or -PC9 (F) after co-culture with Vγ9Vδ2 T cells for 4 h. *indicates p < 0.05, Student’s paired
t-test; ns: no significant.
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FIGURE 2 | Vγ9Vδ2T cells activation by PAg-treated-A549 or -PC9 is dependent on different adhesion molecules. Flow cytometry analysis of the expression of
surface markers (black) by PC9 and A549 cell lines (A) or by the Vγ9Vδ2T cells (B) compared to the respective isotypic control (gray). CD107a expression by the
Vγ9Vδ2T cells after 4 h of co-culture with zoledronate-treated A549 [(C), red] or BrHPP-treated A549 [(C), blue] or with zoledronate-treated PC9 [(D), red] or
BrHPP-treated PC9 [(D), blue] in the presence of different blocking antibodies normalized to the control condition (CTL) without blocking antibody. *indicates p < 0.05.
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FIGURE 3 | PAg-treated A549/PC9 cell lines activating Vγ9Vδ2T cells is BTN3A1 dependent. (A) mRNA expression of the BTN3A1 by A549 and PC9 cell lines
among cancer cell lines in the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE). (B) Flow cytometry analysis of the BTN3A1 expression by A549 and PC9 pre-treated or not
(black) by zoledronate (red) or BrHPP (blue) and compared to the isotypic control (gray). (C–F) Flow cytometry analysis of the IFNγ, CD107a, and CD69 expression by
Vγ9Vδ2T cells in co-culture for 4 h with A549 [(C,D): six independent experiments] or PC9 [(E,F): six independent experiments] without pretreatment (black) or with
zoledronate (red) or BrHPP (blue) pretreatment. *indicates p < 0.05.
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FIGURE 4 | Decrease of the Vγ9Vδ2T cells activation by A549 with RHOB knock down. Flow cytometry analysis of the IFNγ and CD107a expression by Vγ9Vδ2 T
cells in co-culture for 4 h with A549 wild type (WT) or knock down for RHOB (KO) with zoledronate (red) or BrHPP (blue) pretreatment [(A): one representative
experiment, (B): n > 10 independent experiments]. (C) Flow cytometry analysis of the trogocytosis of the PKH67+ PAg-pretreated-A549 cell line WT or KO by the
Vγ9Vδ2T cells (ratio of the Vγ9Vδ2T cells expressing PKH67 4 h/5min). (D) Flow cytometry analysis of the 7AAD expression by the WT or KO A549 cell line
PAg-treated (zoledronate: red, BrHPP: blue) or not (black) in co-culture for 4 h with the Vγ9Vδ2T cells. (E,F) CD107a expression by the Vγ9Vδ2 T cells analyzed by
flow cytometry after 4 h of contact with PAg-pretreated A549 in the presence or not of the CT04 inhibitor [(E): one representative experiment, (F): n > 4 independent
experiments]. *indicates p < 0.05.
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FIGURE 5 | Membrane localization of RHOB favored in A549 cells in contact with Vγ9Vδ2T cells. (A) A549 and PC9 cells were engineered to stably express RHOB
GTPase and monitor active RHOB using a split GFP system. Induction by Doxycycline of the tripartite split-GFP system in A549 and PC9, with or without (UT)
pretreatment with zoledronate (zol) or BrHPP, and co-cultured or not with Vγ9Vδ2T cells. Active RHOB (green fluorescence) was visualized by confocal microscopy
(Continued)
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FIGURE 5 | (B) and quantified by Operetta [(C): zoledronate: red, BrHPP: blue]. (D) Percentage of endosomal (hatched bars) or membrane (full bars) active RHOB
quantified by confocal microscopy in A549 and PC9 cell lines PAg-treated (zoledronate: red, BrHPP: blue) or not (black) co-cultured with Vγ9Vδ2T cells. (E,F)
Confocal microscopy of total (red) and active (green) RHOB in PC9 cell line after PAg-treatment (zoledronate: red, BrHPP: blue) or not (black) and co-cultured or not
with Vγ9Vδ2T cells [(E): representative images; (F): % of PC9 presenting endosomal clusters based on 3 independent experiments among 30 cells]. *indicates p <
0.05, Student’s paired t-test; ns: no significant.
after co-culture with the PAg-treated RHOB KO A549 or the
PAg-treated RHOB KO PC9. IFNγ and CD107a expression by
Vγ9Vδ2 T cells was lower in the co-culture with A549 RHOB
KO treated either by zoledronate or BrHPP compared to the
co-culture with PAg-treated A549 wild type (WT) (Figure 4A
for a representative experiment and Figure 4B for pooled
experiments). Trogocytosis of A549 by Vγ9Vδ2 T cells was also
reduced when RHOB was knocked down which was correlated
with reduced death of A549 RHOB KO compared to A549 WT
(Figures 4C,D).
Furthermore, we used a RHO GTPase inhibitor, the
exoenzyme C3 transferase (CT04) that specifically inhibits
RHOA, B, C. We showed that inhibition of RHO GTPases
abrogated CD107a expression by Vγ9Vδ2 T cells in co-culture
with A549 previously treated with zoledronate or BrHPP
(Figure 4E for a representative experiment and Figure 4F for
pooled experiments).
Moreover, the weak activation of Vγ9Vδ2 T cells
by PAg-treated PC9 was also dependent on RHOB
(Supplementary Figure 6).
Rerouting of RHOB in Endosomal Clusters
Could Impair the PAg-Dependent Vγ9Vδ2T
Activation in PC9 Cells
We then postulated that the PAg-treatment of tumor cell lines
and/or their co-culture with Vγ9Vδ2 T cells could have an impact
on RHOB activity using a fluorescent reporter based on the
tripartite split-GFP system (22) which monitors the binding
of activated RHOB to RBD, one of its effector domains (20).
A549 and PC9 cells were engineered to stably express RHOB
GTPase fused to strand 10 of trisfGFP (GFP10-RhoB) and the
Rho-binding domain of Rhotekin (RBD) fused to strand 11
(RBD-11). The GFP1-9 detector fragment allows detection of
the RHOB-GTP and RBD interaction (Figure 5A). Reporter
cell lines were pre-treated with zoledronate (5µM, overnight)
or BrHPP (1µM, 4 h) and co-cultured or not with Vγ9Vδ2 T
cells. Treatment of A549 with these PAg induced and increased
the number of fluorescent cells and their fluorescence intensity
only in the presence of Vγ9Vδ2 T cells indicating a significant
increase of RHOB activity in this tumor cell line (Figure 5B,
representative images and Figure 5C quantification). Conversely,
in PC9 cells, RHOB activity was not modulated by PAg treatment
and slightly modulated in co-culture with Vγ9Vδ2 T cells,
suggesting a different RHOB regulation mechanism in this cell
line (Figures 5B,C). To take a closer look at RHOB function,
we performed confocal imaging in untreated and PAg-treated
conditions, in the presence or not of Vγ9Vδ2 T cells and we
analyzed the distribution of active RHOB (Figure 5D, membrane
localization full bars and endosomal localization hatched bars).
Surprisingly, active RHOB was significantly twice as abundant in
the endosomal compartment of A549 cells compared to PC9 cells
(Figure 5D, quantification). High resolution microscopy allowed
us to analyze endosomal organization in PC9. Untreated reporter
PC9 showed faint plasma membrane localization of RHOB/RBD
complexes. Interestingly, treatment with zoledronate or BrHPP
induced an accumulation of large endosomal clusters (Figure 5E,
representative images). Quantification of the number of these
structures indicated an increase of activated RHOB located
in endosomal clusters in PAg-treated PC9 co-cultured or not
with Vγ9Vδ2 T cells (Figure 5F). These endosomal clusters were
reported randomly in PC9 cells co-cultured with Vγ9Vδ2 T cells
independently of the treatment. Interestingly, these endosomal
structures did not appear in the PAg-treated A549 co-cultured or
not with Vγ9Vδ2 T cells (Supplementary Figure 7), suggesting
that this endosomal reorganization was not due to the treatment
with P-Ag mevalonate inhibitors. To identify the nature of these
structures, we analyzed the localization of activated RHOB with
different endosomal markers. Representative images and plot
profile analysis on confocal stacks indicated a co-localization
partly with late endosomal marker Rab7 and to a lesser extend
with the LAMP1 lysosomal marker only after PAg-treated PC9
were co-cultured with Vγ9Vδ2 T cells independently of the
treatment (Figure 6). These results indicate that in PC9 cells,
endosomal RHOB is located in the late endosomal and on route
to the lysosomal compartment.
DISCUSSION
The anti-tumor effect of Vγ9Vδ2 T cells depends on the
phosphoantigens expressed by tumor cells but also on certain
activator ligands (MICA/B and ULBPs) and adhesion molecules,
essential to stabilize the immunological synapse. As PAg is not
expressed by all tumor cells, treatment with exogenous PAg
such as BrHPP or with aminobisphosphonates which induce
endogenous PAg production such as isopentenyl pyrophosphate
(IPP), is required to activate the anti-tumor functions of
Vγ9Vδ2 T cells. However, Vγ9Vδ2 T cell activation can also
be lowered by inhibitory signals that can be expressed by the
tumormicroenvironment and in particular by tumor cells. In this
study, none of the NSCLC cell lines were able to spontaneously
activate Vγ9Vδ2 T cells. However, pre-treatment with BrHPP or
zoledronate sensitized some of them to Vγ9Vδ2 T cell killing.
Indeed, amongst them, A549 was able to strongly activate IFNγ
and CD107a expression by Vγ9Vδ2 T cells whereas PC9 induced
a weak activation of these lymphocytes. Interestingly, these two
cell lines express RHOB but wear different mutation, KRAS
for A549 and EGFR for PC9. However, nothing was described
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FIGURE 6 | Rerouting of RHOB in endosomal clusters in PAg-treated PC9 cells in contact with Vγ9Vδ2 T cells. Co-localization analysis by confocal microscopy of
active RHOB (green), Rab7 (red) for late endosome/MVB marker and LAMP-1 (pink) as lysosomal marker, in PC9 cells pre-treated or not (UT) with zoledronate (zol) or
BrHPP, and co-cultured (lower) or not (upper) with Vγ9Vδ2T cells (representative image, crop on the key zone, and plot profile analysis beside showed by yellow
arrows).
concerning some phenotypic specificities which could explain the
different sensitivity of these cells toward Vγ9Vδ2 T killers.
Surprisingly, exploring their surface molecule pattern, we
showed that these two NSCLC cell lines could differentially
express NKG2D ligands, immune checkpoint ligands, and
adhesion molecules. PC9 highly expressed ICAM-1, ULBPs,
and PDL1 whereas A549 highly expressed CD38 and HLA-
A,B,C, the two cell lines expressed LFA-1, LFA-3, and CD155
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but not ICAM-3, CD112, MICA/B, HLA-E, or galectin-9.
The presence of ULBPs ligands could partially explain the
reactivity of Vγ9Vδ2 T cells against NSCLC cell lines. However,
blocking NKG2D expressed at the surface of Vγ9Vδ2 T did
not decrease their activation which is thus only induced here
by PAg and not by other activator ligands. Furthermore, we
showed that blocking of ICAM-3/LFA-3 decreased the cytolytic
activity of Vγ9Vδ2 T against A549 and blocking of ICAM-
1/LFA-1 decreased this activity against PC9. For these two
cell lines, stabilization of the immunological synapse around
TCR/BTN3A1 is thus coordinated by two different adhesion
systems. If LFA-1 engagement by ICAM-1 is sufficient to
activate iNKT cells (23) in this model of lung cancer/Vγ9Vδ2 T,
interactions of adhesion molecules are not sufficient to induce
an activating signaling in Vγ9Vδ2 T cells. However, according
to the literature, these interactions are necessary when their
inhibition highly decreases Vγ9Vδ2 T activation (9, 24). But
this does not explain the difference between A549 and PC9.
First, we thought that the high expression of PDL1 by PC9
could explain the inhibition of Vγ9Vδ2 T activation. However,
PD1 blocking did not induce an increase in CD107a or IFNγ
expression by Vγ9Vδ2 T cells. As surface inhibitor markers were
not at the origin of the weak activation of Vγ9Vδ2 T cells, we
focused on RHOB inside the cells. According to the literature (18)
and thanks to NSCLC cell lines with a RHOB KO, we showed
that RHOB was involved in the Vγ9Vδ2 T activation through
endogenous PAg induced by a zoledronate treatment but also
through exogenous PAg such as BrHPP. The non-reactivity of
Vγ9Vδ2 T cells with the conditioned medium of BrHPP pre-
treated tumor cells or in co-culture with these cells separated
by a porous membrane (Transwell), demonstrated that BrHPP
was able to penetrate inside the tumor cell and to activate
membrane BTN3A1 shown to be essential for this activation (19).
RHOB is thus also involved in the activation of Vγ9Vδ2 T cells
through the exogenous PAg, BrHPP. Interestingly, the ICAM-
1 signaling cascade is also highly dependent on RHO proteins,
as ICAM-1 crosslinking induces actin reorganization which
involves RHOB proteins (25). PC9 expresses a high amount of
ICAM-1 which is involved in the immunological synapse with
Vγ9Vδ2 T but does not efficiently activate the latter. To explain
the weak reactivity of Vγ9Vδ2 T cells against PAg-pretreated
PC9, we examined RHOB activity and its localization. The similar
reactivity of Vγ9Vδ2 T cells against A549 and PC9 pulsed with
the 20.1 BTN3A1 agonist (Supplementary Figure 8) supports
the important role of RHOB in the PAg-induced response in
this model. Our results show that active RHOB is localized in
endosomes and at the plasma membrane of both A549 and PC9
cell lines. This is in agreement with previous reports of GFP-
RHOB fusions in human epithelial cells (26). Our results indicate
that active RHOB is increased in PAg-treated A549 cells co-
cultured with Vγ9Vδ2 T cells, whereas only a slight increase of
active RHOB is observed in PC9 cells co-cultured with Vγ9Vδ2 T
cells independently of PAg treatment. It is important to note that
the activation of RhoB in co-culture of A549 and Vγ9Vδ2 T is
mainly dependent on the treatment by the PAg (Figure 5C). It has
been previously established that treatment with PAg induces an
increase of active RHOB that will modify the conformation of the
BTN3A1 at the plasma membrane, which allows the activation
of Vγ9Vδ2 T cells (18). The fact that the presence of Vγ9Vδ2 T
cells further increases RHOB activity suggests that RHOB may
be activated by exogenous stress signals and cytokines that
would come from activated Vγ9Vδ2 T cells. Indeed, in other
contexts involving immune cells, RHOB has been shown to be
upregulated by environmental stress, cytokines, and LPS, and
regulating this latter signaling (27–29). Our hypothesis would
be that signals secreted by activated Vγ9Vδ2 T cells would
contribute to RHOB activation in a cooperative manner with
PAg. These results corroborate with the Vγ9Vδ2 T cell activation
observed with A549 or -PC9 treated with PAg (Figure 1 and
Supplementary Figure 1). Altogether this indicates that the
reactivity of these cell lines is strongly linked to RHOB function.
In terms of subcellular localization, both cell lines contain active
RHOB at the plasma membrane, with a stronger distribution
in PC9 cells. A higher proportion of active RHOB is present
in the endosomal compartment in A549 compared to PC9,
however they differ strongly in terms of endosomal distribution.
Whereas in A549, endosomal RHOB is diffusely distributed, in
PC9 endosomal active RHOB was found in large clusters that
co-localized with late Rab7 endosomal and LAMP-1 lysosomal
markers. It is known that Vγ9Vδ2 T cell activation occurs at the
plasma membrane through the involvement of BTN3A1 that is
addressed by RHOB vesicles from the endosomes to the plasma
membrane (18). In our model, PAg treatment of PC9 cells is not
sufficient to trigger an increase in RHOB activation but requires
the contact with Vγ9Vδ2 T cells, as untreated conditions in the
presence of Vγ9Vδ2 T cells did not induce a significant increase
in RHOB activity. One hypothesis of the weaker activation of
RHOB in PC9 cells is that beyond the mode of recognition with
T cells, the organization of endosomal RHOB-mediated signaling
is not efficient for addressing important signaling molecules
such as BTN3A1 at the plasma membrane. It was reported that
RHOB interacts with the intracellular domain of BTN3A1 at
the plasma membrane (18). BTN3A1 was shown as essential to
Vγ9Vδ2 T cell recognition but not sufficient for this process as its
homologous BTN2A1, the phosphoantigens being also essential.
Actually, it was recently described that BTN2A1 synergized with
BTN3A1 in sensitizing PAg-exposed cells for Vγ9Vδ2 TCR-
mediated responses, these two butyrophilins beings key ligands
that bind possibly two different domains of this TCR (30, 31).
As for BTN3A1, the level of expression of BTN2A1 mRNA in
PC9 is very close to that in A549 (Supplementary Figure 9).
Thus, we can expect that these two cell lines express a similar
level of BTN2A1 at their membrane, the BNT3A1 expression
being equivalent (Figure 3B). Therefore, the weak activation of
the Vγ9Vδ2 T cell by the PC9 cell line should not be due to
the lack of BTN2A1. RHOB has not yet been shown to be
associated to the intracellular B30.2 domain of the BTN2A1.
Actually, it could be interesting to know if RHOB, as for BNT3A1,
can be involved in the modification of the conformation of the
BTN2A1. The organization of endosomal RHOB could then have
an impact also on the BTN2A1. Further investigations should
be pursued to evaluate whether such a mechanism is preserved
in PC9. This endosomal signaling could be favored due to the
genetic background of these cells, i.e., as they express an activated
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EGFR mutant whose expression may modify intracellular RHOB
mediated trafficking. Indeed, RHOB is known to prolong
endosomal signaling of EGFR following its internalization
(32). RHOB is a short-lived protein that is rapidly degraded
through the endo-lysosomal pathway (33) and its degradation
is delayed by inhibition of its isoprenylation. Treatment
with PAg, while necessary for the activation of Vγ9Vδ2 T
cells, contributes to a rerouting of RHOB in late/degradation
compartments that may accelerate its degradation and prevent
its function in endocytic trafficking to the plasma membrane in
PC9 cells.
This study demonstrates for the first time that Vγ9Vδ2 T cell
activation by PAg-treated tumor cells can be variable depending
on several factors such as oncogenic mutation, RHOB activity,
and surface markers. Our results indicate that this response is
strongly influenced by RHOB function. Therefore, the regulation
of endocytic traffic by RHOB in the tumor cell could be decisive
for the immune response and may explain the resistance of some
tumor cells that nevertheless highly express RHOB.
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Co-culture Vγ9Vδ2 T cells with A549 

















































































































































Percentage of Vγ9Vδ2 T cells expressing CD107a, analyzed by flow cytometry 
after 4h of contact with PAg-pretreated A549 (A) or PC9 (B) in the presence of a 
Transwell system (TW) or not (CTL) or in the presence of the conditioned medium 
of these PAg-treated cells lines (CM) (n > 4 independent experiments). 
Zol-treated A549 WT 
BrHPP-treated A549 WT 
Untreated A549 WT 
Zol-treated PC9 WT 
BrHPP-treated PC9 WT 



























































































Co-culture  T cells with A549 
UT Zometa BrHPP Daudi 
Percentage of Vγ9Vδ2 T cells expressing PKH67 (trogocytosis), analyzed by flow 
cytometry, after a co-culture with beforehand PKH67 stained Daudi or A549 
pretreated or not (UT) by zoledronate (red dots) or BrHPP (blue dots) (n > 4 
independent experiments). 
Zol-treated A549 WT 
BrHPP-treated A549 WT 
Untreated A549 WT 














Zol-treated PC9 WT 
BrHPP-treated PC9 WT 
























































U n tre a te d  W T
Z o m e ta -tre a te d  W T
B rH P P -tre a te d  W T
Percentage of A549 (A) or PC9 (B) pretreated or not (black dots) by zoledronate (red 
dots) or BrHPP (blue dots) expressing 7-AAD, after a co-culture with Vγ9Vδ2 T cells 















Zol-treated A549 WT 
BrHPP-treated A549 WT 

















































































































































































Surface molecule expression by A549 and 
PC9 untreated (black) or after treatment with 
zoledronate (red) or BrHPP (blue) analyzed 
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Supplementary figure 5 
CT 
PC9 (TALEN) 





Western blot of A549 and PC9 wild type (CT) or KO for RHOB (2, 3, 5, 9-3, 9-6). 
Supplementary figure 6 
Flow cytometry analysis of the IFN and CD107a expression by Vγ9Vδ2 T cells in 
co-culture for 4h with PC9 wild type (WT) or knock down for RHOB (KO) with 












































































































































































KO T KO T KO T 
Vγ9Vδ2 T cells expressing 
CD107a (%)  
O T KO T KO T 
Vγ9Vδ2 T cells expressing 
IFNγ (%)  
* ns ns ns 




- Vγ9Vδ2 T cells 
A549 
+ Vγ9Vδ2 T cells 
Confocal imaging of total (red) and active (green) RHOB localization in A549 pre-
treated or not by zoledronate (5µM, overnight) or BrHPP (1µM, 4h), in presence or 
not of Vγ9Vδ2 T cells (one representative image). 
20 µm 20 µm 
20 µm 20 µm 
20 µm 20 µm 
Percentage of Vγ9Vδ2 T cells expressing IFN-γ and CD107a, analyzed by 
flow cytometry, after co-culture for 4h with A549 or PC9 pretreated or not by 
the 20.1 BTN3A1 agonist.  
Supplementary figure 8 
A549 PC9 
Vγ9Vδ2 T cells 
alone   
































































mRNA expression of BTN2A1 compared to BTN3A1 in A549 (blue) and PC9 
(red) from Cancer Cell Line Encyclopedia. 
Supplementary figure 9 
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I.IV. Résultats complémentaires 
 
 
L’expression de la BTN2A1 dans les A549 et PC9 n’est pas modulée par les 
phosphoantigènes. 
 
Le blocage d’ABCA-1 par le Probucol n’impacte pas l’activation des LT Vγ9Vδ2 
par les cibles tumorales A549 et PC9 traitées aux phosphoantigènes. 
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L’expression de la BTN2A1 dans les A549 et PC9 n’est pas modulée par les 
phosphoantigènes. 
 
Suite aux récents travaux présentant le rôle de la BTN2A1 dans l’activation des LT 
Vγ9Vδ2 détaillé dans la partie II.IV.C.1. de l’introduction 164–166 et aux différentes questions 
des reviewers pour la publication de notre article 238, nous avons voulu savoir si l’expression 




Pour cette expérience, nous avons traité les A549 et les PC9 parentales (sauvages) 
par le BrHPP (1μM, 4h) ou le zolédronate (5μM, overnight). L’expression membranaire de la 
BTN2A1 à la surface des cibles tumorales a été quantifiée après marquage avec un 
anticorps anti-BTN2A1 (polyclonal, Biorbyt) non couplé pendant 20 minutes à l’obscurité puis 
par un anticorps secondaire goat anti-rabbit FITC (Sigma-Aldrich). L’expression de la 
protéine BTN2A1 à la surface des cibles tumorales non traitées par les PAgs est comparée à 










Figure 23 : L’expression de la BTN2A1 sur les A549 et PC9 WT n’est pas modulée suite au 
traitement par les phosphoantigènes. Analyse de l’expression de la BTN2A1 à la surface des 
lignées A549 et PC9 non traitées (UT) ou traitées aux PAgs solubles (BrHPP) ou endogènes 
(Zol : zolédronate pour induire les PAgs endogènes) par cytométrie en flux. 
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Ces résultats montrent que le niveau d’expression surfacique de la BTN2A1 est 
comparable entre les A549 et les PC9. De plus, le traitement des cibles tumorales par les 
PAgs ne modifie pas cette expression. Pour rappel, les données transcriptomiques des PC9 
et A549 présentées dans la Figure Supplemental S9 de l’article montraient une expression 
de mARN de BTN2A1 similaire entre les deux types cellulaires 238. Ainsi, nous pouvons 
réfuter l’hypothèse que la faible activation des LT Vγ9Vδ2 par les PC9 traitées aux PAgs 
résultait d’une faible expression de la BTN2A1. Par conséquent, le défaut d’activation des LT 
Vγ9Vδ2 par les PC9 traitées aux PAgs n’est pas dû à une expression altérée de la BTN2A1. 
Au vue de nos résultats, cela semble être principalement lié à la localisation différentielle de 
la protéine RhoB dans les PC9 par rapport aux A549. Ces résultats confortent ainsi 
l’hypothèse d’une forte implication de RhoB, et notamment de par sa localisation, dans 
l’activation des LT Vγ9Vδ2 analysée lors de notre étude. 
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Le blocage d’ABCA-1 par le Probucol n’impacte pas l’activation des LT Vγ9Vδ2 
par les cibles tumorales A549 et PC9 traitées aux phosphoantigènes. 
 
D’après la publication de Castella et al. décrite dans l’introduction (partie II.IV.C.2.), le 
transporteur ABCA-1 est impliqué dans le relargage de l’IPP à l’extérieur de la DC traitée au 
zoledronate, en coopération avec apoA-1 et la BTN3A1 169. Ainsi, l’IPP relargé dans le 
surnageant suite à cette stimulation pourrait alors permettre l’activation des LT Vγ9Vδ2 par 
un mécanisme qui n’est pas encore totalement clarifié. Dans cette étude, un des moyens 
utilisé pour inhiber le transporteur ABCA-1 était le traitement par le Procubol à la 




Afin de voir si ce transporteur était impliqué dans le modèle de co-culture utilisé dans 
notre étude, nous avons testé l’effet du Probucol en suivant les mêmes conditions 
d’utilisation (10μM). Ainsi, nous avons réalisé une expérience de co-culture entre des LT 
Vγ9Vδ2 issus de trois lignées cellulaires primaires (PCL) et des A549 et PC9 parentales non 
traitées ou traitées au préalable overnight par le Probucol (10μM). Après 4h de co-culture 
(proportion 1 :1), nous avons quantifié l’activation des LT Vγ9Vδ2 grâce à l’expression du 




Les résultats, présentés dans la Figure 24, n’ont pas montré de modification 

















Figure 24 : Le blocage de l’ABCA-1 dans les A549 et PC9 n’impacte pas l’activation des LT 
Vγ9Vδ2. Expérience de cytométrie en flux analysant l’expression du CD107a, de l’IFN-γ et 
du CD69 par les LT Vγ9Vδ2 activés avec des cibles tumorales (A549 et PC9) prétraitées aux 
PAgs (endogènes : rouge ou exogènes : bleu) +/- au Probucol. 
 
Dans cette expérience, nous avons cherché à inhiber le transporteur ABCA-1 dans 
notre modèle d’étude. Ces résultats ont montré que l’inhibition du transporteur ABCA-1 par le 
Probucol sur les cibles tumorales ne semble pas modifier leur capacité d’activation des LT 
Vγ9Vδ2. Dans l’étude qui a identifié le transporteur ABCA-1, les chercheurs ont montré qu’il 
régulait le transport de l’IPP dans le surnageant des DC traitées au zolédronate sans pour 
autant regarder le niveau d’activation des LT Vγ9Vδ2 face aux DC 169. Nos résultats 
pourraient suggérer que le transporteur ABCA-1 n’exporte pas le phosphoantigène exogène 
en dehors de la cible tumorale pour permettre l’activation du lymphocyte. Afin de valider cette 
conclusion, il serait toutefois nécessaire de bloquer le transporteur ABCA-1 par un autre 
moyen plus spécifique, comme par exemple en utilisant un siRNA ciblant ABCA-1. 
 
  





A l’aide d’un modèle de co-culture des LT Vγ9Vδ2 par des lignées NSCLC traitées 
aux PAgs, nous avons étudié dans cette première partie l’implication de la protéine RhoB 
dans le processus d’activation des lymphocytes. Nos résultats permettent de confirmer 
l’implication de la protéine RhoB dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs endogènes, 
et nouvellement par les PAgs solubles, grâce à un modèle de cancer solide du poumon non 
à petites cellules (NSCLC) 238. 
 
Cette étude est appliquée de façon inédite à un type de cancer solide. Tout d’abord 
nous avons vu que la réactivité des LT Vγ9Vδ2 face à des lignées tumorales NSCLC pouvait 
être variable suivant la lignée utilisée puisque les A549 traitées aux PAgs activent très 
fortement les LT Vγ9Vδ2 par rapport aux PC9. La résistance des LT Vγ9Vδ2 face aux PC9 
ne peut pas être simplement expliquée par les mécanismes classiques d’immuno-
échappement comme par exemple les modulations d’expression des ligands d’immune 
checkpoints et des molécules d’adhésion. De plus, nous avons montré une absence de 
modulation de l’expression des BTN2A1 et BTN3A1 à la surface des lignées NSCLC A549 et 
PC9 suite au traitement par les PAgs. Par conséquent, ces résultats permettent d’exclure 
que les différences de profils d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les A549 et PC9 traitées par les 
PAgs observées dans notre étude était en fait la conséquence d’une expression altérée des 
BTN à la surface des lignées PC9 non activatrices des LT Vγ9Vδ2. Enfin, nous avons montré 
que le blocage du transporteur ABCA-1 par le Probucol ne semble pas modifier l’activation 
des LT Vγ9Vδ2 par les cibles tumorales traitées aux PAgs. Ces résultats sont cohérents 
avec nos précédentes observations qui montraient que les LT Vγ9Vδ2 n’étaient pas activés 
par le relargage de PAgs par les lignées tumorales prétraitées aux PAgs. Ces résultats sont 
en faveur de l’hypothèse que le PAg ne sort pas de la cellule tumorale pour activer le LT 
Vγ9Vδ2 directement. 
 
Nous avons ainsi montré que RhoB était un acteur clé dans le processus d’activation 
des LT Vγ9Vδ2 par les lignées NSCLC traitées par des PAgs. La localisation de la protéine 
RhoB dans la cible tumorale lors de sa rencontre avec le LT Vγ9Vδ2 est primordiale pour 
permettre d’exercer son action dans la modification de la conformation extracellulaire des 
BTN3A. En effet, dans la lignée NSCLC PC9, qui n’active pas les LT Vγ9Vδ2 malgré le 
traitement par des PAgs, RhoB a une localisation particulièrement endosomale, notamment 
au niveau des MVB, rendant la protéine peu accessible pour effectuer son rôle de 
modification de la conformation de la BTN3A1 afin de permettre l’activation des LT Vγ9Vδ2 
par les PAgs. Ainsi, la localisation de RhoB dans la cellule est à l’origine d’une activation 
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différentielle des LT Vγ9Vδ2 face aux cibles traitées par les PAgs. De plus, la capacité de la 
cellule cible à utiliser les pools de stockage intracellulaires de la BTN3A pourrait être 
finement liée à sa capacité à activer RhoB. Par conséquent, la protéine RhoB se situe à la fin 
du processus, au niveau de la membrane et induit des changements dans la mobilité 
membranaire et la conformation de la BTN3A. Ainsi, la protéine RhoB est grandement 
impliquée dans le processus d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs. 
 
En parallèle de ces travaux, j’ai étudié au cours de ma thèse la capacité originale des 
LT Vγ9Vδ2 à s’activer par les PAgs en l’absence de cellule cible. Les résultats obtenus dans 
ce projet sont présentés dans la partie suivante de mon manuscrit. 
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L’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par les 
phosphoantigènes solubles indépendante des 
cellules cibles ne requiert pas de contact cellulaire 
et dépend des butyrophilines et du TCR. 
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II.I. Contexte et objectifs du projet 
 
Outre l’activation classique d’un LT Vγ9Vδ2 avec une cible infectieuse ou tumorale 
traitée par un PAg, ces lymphocytes ont la capacité originale de s’activer directement par le 
PAg en l’absence de toute cellule cible ou accessoire. 
 
En effet, il y a une quinzaine d’années, des équipes ont proposé des modèles 
d’activation directe des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs solubles en l’absence de cellule cible 
128,130,152,167,292. Par exemple, Lang et ses collaborateurs ont montré une activation directe et 
quasi immédiate des clones Vγ9Vδ2 G115 par les antigènes non peptidiques phosphorylés 
d’origine mycobactérienne (TUBags) 152. En effet, les chercheurs ont détecté une production 
de TNF-α déjà significative 20 minutes après ajout des TUBags. De plus, la lyse fratricide 
des clones Vγ9Vδ2 G115 marqués au 51Cr en l’absence de cellule cible était détectable 6 
minutes après ajout des TUBags, avec un plateau entre 60 et 90 minutes. Enfin, ils ont 
démontré que l’activation de la machinerie lytique des LT Vγ9Vδ2 par les TUBags est 
dépendante du TCR γδ et nécessite un contact entre les effecteurs. Pourtant, d’autres 
équipes ont écarté l’hypothèse d’une activation directe du TCR Vγ9Vδ2 notamment à cause 
de la petite taille des PAgs 167. 
 
Cependant, au vue de la rapidité du phénomène d’activation et du temps de mise en 
place des systèmes de détection (readouts), le modèle d’activation exact des LT Vγ9Vδ2 par 
les PAgs en l’absence de cellule cible reste partiellement inconnu. Ainsi, dans le cadre de 
mes travaux de thèse doctorale, nous avons souhaité étudier plus en détail ce phénomène 
d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs en l’absence de cellule cible. Les résultats 
présentés dans cette partie font l’objet d’une publication en cours d’écriture. 
 
Dans cette étude, nous montrons que les LT Vγ9Vδ2 peuvent s’activer directement 
par les PAgs solubles en l’absence de cellule cible et sans contact cellulaire. Comme pour 
l’activation classique des LT Vγ9Vδ2 avec une cible traitée aux PAgs, cette auto-activation 
sur cellule isolée est dépendante du TCR γδ, de la BTN2A1 et de la BTN3A1. De plus, nous 
avons montré que le transporteur ABCA-1 était également impliqué dans l’auto-activation 
des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs solubles en l’absence de cellule cible. Enfin, nous avons 
montré qu’il existe une proximité préexistante entre le TCR γδ et la BTN3A1 à la surface du 
LT Vγ9Vδ2 isolé, même en l’absence de PAg. De plus, nous avons montré une 
augmentation progressive de l’expression de la BTN3A1 à la surface du LT Vγ9Vδ2 au cours 
de son auto-activation par le BrHPP. 
  









Les LT Vγ9Vδ2 activés par le PAg ne présentent pas l’antigène aux autres LT 
Vγ9Vδ2 naïfs de la culture autologue. 
 
Le but de notre étude était de déterminer comment les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés 
pouvaient s’activer par les PAgs solubles comme le BrHPP en l’absence de cellule 
accessoire. Nous avons vu précédemment que de façon conventionnelle, les cellules cibles 
comme les cellules tumorales activent les LT Vγ9Vδ2 via leurs BTNs après stimulation par 
les PAgs endogènes. De plus, il est connu que les LT Vγ9Vδ2 naïfs et activés peuvent 
réaliser de l’AICD par crosslinking de leur TCR 293. Cependant, le dialogue entre les LT 
Vγ9Vδ2 après stimulation par les PAgs en l’absence de cellule accessoire reste très peu 
connu. Ainsi, nous avons tout d’abord voulu savoir si les LT Vγ9Vδ2 étaient également 
capables de réaliser de la lyse (fratricide ou suicide) suite à la stimulation par le PAg en 
l’absence de cellule accessoire. En d’autres termes, nous avons regardé si la mort des LT 
Vγ9Vδ2 requiert l’activation par le PAg ou si le prétraitement du partenaire homologue par le 




Tout d’abord, nous avons séparé artificiellement les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés naïfs 
d’un même donneur en deux groupes : le groupe « cellules cibles » et le groupe 
« effecteurs ». Les cellules cibles sont marquées avec un marqueur lipidique membranaire 
PKH-67 (Sigma-Aldrich) suivant les instructions du fabricant. Les effecteurs sont marqués 
avec un marqueur cytoplasmique orange CMTMR (Molecular Probes). Puis, les cellules des 
deux groupes sont stimulées ou non par le BrHPP pendant 4 heures. Dans cette expérience, 
nous avons utilisé la lignée Daudi marquée au PKH-67 comme cible contrôle. Après la co-
culture, nous avons quantifié l’activation des LT Vγ9Vδ2 grâce à l’expression du CD107a ; la 
trogocytose via le pourcentage d’expression du PKH-67 à la membrane des LT Vγ9Vδ2 





Les résultats obtenus dans cette expérience sont présentés dans la Figure 25 ci-
contre. 
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Figure 25 : La lyse autologue des LT Vγ9Vδ2 purifiés nécessite l’activation des lymphocytes 
par les PAgs. Analyse de l’expression du CD107a (A, B), du PKH-67 (C, D) et de la mortalité 
(E : 7-AAD, F : DAPI) par des LT Vγ9Vδ2 en co-culture autologue en présence ou non de 
BrHPP. 
 
Dans cette Figure, nous pouvons voir que les LT Vγ9Vδ2 expriment le CD107a après 
4h de co-culture uniquement si les deux groupes ont été prétraités par le BrHPP (Figure 
25A, expérience représentative et 25B, regroupement de 12 expériences indépendantes). 
En effet, les LT Vγ9Vδ2 « effecteurs » (CMTMR+) non prétraitées au BrHPP n’expriment pas 
de CD107a après 4h de co-culture avec les LT Vγ9Vδ2 « cibles » (PKH-67+) prétraités au 
BrHPP. En parallèle, nous avons contrôlé que les LT Vγ9Vδ2 « effecteurs » exprimaient bien 
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le CD107a lorsqu’elles étaient en co-culture avec la lignée Daudi, lignée connue pour 
exprimer naturellement les PAgs endogènes 153 (Figure 25B).  
 
Le CD107a est exprimé suite à l’établissement d’une synapse immunologique (SI) au 
cours de laquelle des morceaux de membranes sont échangés entre les deux partenaires, 
phénomène appelé trogocytose. L’acquisition de la fluorescence du PKH-67 par les LT 
Vγ9Vδ2 « effecteurs » (CMTMR+) après 4h de contact reflète ainsi l’existence d’une SI 
stable, essentielle pour l’activation du lymphocyte. Si les deux partenaires sont stimulés par 
le BrHPP, le groupe des LT Vγ9Vδ2 « effecteurs » acquiert une fluorescence PKH-67+. 
Cependant, si ce groupe n’est pas prétraité par le BrHPP, il n’acquiert pas de fluorescence 
PKH-67+ après co-culture avec le groupe des LT Vγ9Vδ2 « cibles » (Figure 25C, expérience 
représentative et 25D, regroupement de 7 expériences indépendantes). En revanche, le 
groupe « effecteurs » non prétraité par le BrHPP émettra une fluorescence PKH-67+ après 
4h de co-culture avec les Daudi PKH-67+. 
 
Afin de savoir si les LT Vγ9Vδ2 étaient lysés après la trogocytose, nous avons 
quantifié l’expression du 7-AAD et du DAPI dans le groupe « effecteurs » (LT Vγ9Vδ2 
CMTMR+) et « cibles » (LT Vγ9Vδ2 PKH-67+). Lorsque les deux partenaires sont pré-activés 
par le BrHPP, les deux groupes de LT Vγ9Vδ2 expriment du 7-AAD et du DAPI (Figure 25E, 
pour le 7-AAD et 25F pour le DAPI). En revanche, nous détectons une très faible expression 
de 7-AAD et DAPI dans le groupe des LT Vγ9Vδ2 « effecteurs » lorsqu’on prétraite 
uniquement le groupe des LT Vγ9Vδ2 « cibles ». 
 
Ainsi, nous pouvons dire que les LT Vγ9Vδ2 doivent être activés par le PAg avant de 
lyser des LT Vγ9Vδ2 autologues. 
 
Modulation pharmacologique de la trogocytose des LT Vγ9Vδ2 en PCL. 
 
Afin de confirmer cette observation dans des expériences complémentaires et valider 
qu’il s’agit bien de trogocytose, nous avons utilisé des modulateurs pharmacologiques 
présentant des mécanismes d’action divers et impactant la trogocytose. En effet, la 
trogocytose est un phénomène actif d’échange de morceaux de membranes qui dépend de 
la structure de la membrane, du cytosquelette ou encore de la phosphatidylinositol-3-kinase 









Dans cette expérience, nous avons utilisé différentes drogues testées dans une 
précédente publication et ayant démontré un impact sur la trogocytose 294. Tout d’abord, 
nous avons utilisé un inhibiteur de Src appelé SU6656 (1μM) ; ainsi que deux inhibiteurs de 
la PI3K, le Ly-294002 (1μM) et la Wortmannin (1μM) qui ciblent la transduction des modules 
nécessaires pour l’adhésion cellulaire. L’inhibition des kinases Src conduit à une 
augmentation de la trogocytose tandis que l’inhibition de la PI3K diminue la trogocytose. De 
plus, nous avons utilisé deux inhibiteurs de la polymérisation de l’actine, la Cytochalasin D 
(10μM) et la Latrunculin B (25μM), qui ont montré une action inhibitrice sur la trogocytose. 
Enfin, nous avons utilisé le Taxol (1μM) qui est un inhibiteur de la polymérisation des 
microtubules et module la trogocytose. 
 
Les LT Vγ9Vδ2 issus de PCL ont été séparés en deux groupes : les cellules 
« vertes » préalablement marquées au PKH-67 et celles non marquées (non vertes). Les LT 
Vγ9Vδ2 « verts » ont ensuite été traités pendant 2h par ces drogues à la concentration 
précisée ci-dessus ou laissées non traitées. Après un rinçage, les LT Vγ9Vδ2 « verts » et 
« non verts » ont été mélangé en quantité égale (1 :1) en présence de BrHPP (200nM ou 
1μM) dans le milieu de culture pendant 4h. L’expression du marqueur PKH-67 (fluorescence 
verte) à la surface des LT Vγ9Vδ2 « non verts » a été détectée en cytométrie en flux (LSRII) 




Les résultats obtenus dans cette expérience sont présentés dans la Figure 26 ci-
dessous. Ces résultats sont issus d’une expérience réalisée en triplicat et incluant 3 
donneurs différents. 
Figure 26: Modulation pharmacologique de la trogocytose des LT Vγ9Vδ2 en PCL. Analyse 
de l’expression du PKH-67 à la surface des LT Vγ9Vδ2 pré-traités par différents modulateurs 
de la trogocytose en co-culture autologue en présence de BRHPP. 
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La trogocytose entre LT Vγ9Vδ2 est légèrement augmentée après le prétraitement 
par SU6656 en comparaison à la condition non traitée. Les autres drogues utilisées ici 
entrainent une diminution du pourcentage d’expression du PKH-67 à la surface des cellules 
non vertes, quel que soit la drogue et la concentration de BrHPP testée. Ces résultats sont 
intéressants puisqu’ils permettent de confirmer que nous avons effectivement observé de la 
trogocytose dans la Figure précédente. Ainsi, nous pouvons affirmer que les LT Vγ9Vδ2 sont 
capables de réaliser de la trogocytose entre eux après activation par le BrHPP. Cependant, 
un LT Vγ9Vδ2 ne peut pas activer un autre LT Vγ9Vδ2 par contact si ce dernier n’a pas été 
lui-même activé par le BrHPP. Ainsi, lorsque deux LT Vγ9Vδ2 ont été prétraités par le 
BrHPP, un contact s’établit entre eux et une synapse immunologique se met en place avec 
échange de matériel membranaire. Ces résultats montrent que l’activation des LT Vγ9Vδ2 
par les PAgs solubles précède le contact et la synapse immunologique. 
 
L’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs solubles ne requiert pas de contact 
cellulaire. 
 
Suite aux résultats précédents, nous pouvons nous demander comment un LT 
Vγ9Vδ2 purifié peut être activé par les PAgs solubles en l’absence de cellule cible, et sans 
contact cellulaire. 
 
Tout d’abord, nous avons réalisé des expériences de cytométrie en flux présentées 
dans la Figure 27 afin d’étudier l’activation des LT Vγ9Vδ2 par l’expression du CD107a, de 
l’IFN-γ et du CD69. 
 
Dans cette Figure, nous pouvons confirmer que les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés sont 
capables de s’activer par les PAgs solubles (BrHPP, cHDMAPP ou IPP) en l’absence de 
cellule cible ou accessoire (Figure 27A, expérience représentative et Figure 27B, 
regroupement de 6 expériences indépendantes). En effet, dans les conditions où les LT 
Vγ9Vδ2 sont traités par les PAgs solubles pendant 4h (BrHPP 200nM, cHDMAPP 2nM et 
IPP 15µM) ou par les billes CD3/CD28, nous détectons une expression de CD107a, d’IFN-γ 
et de CD69 par les LT Vγ9Vδ2. 




Figure 27 : Les LT Vγ9Vδ2 s’activent par les PAgs solubles en l’absence de cellule cible. 
Analyse de l’expression du CD107a, de l’IFN-γ et du CD69 par les LT Vγ9Vδ2 autologues en 
présence de PAgs solubles (BrHPP, cHDMAPP et IPP), de zolédronate ou des billes 
CD3/CD28. 
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De façon intéressante, les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés ne sont pas activés par le 
zolédronate (5μM pendant 4 heures ou overnight), alors qu’ils peuvent être amplifiés à partir 
de PBMCs en présence d’IL-2 et de zolédronate (1μM), de la même manière qu’avec le 
BrHPP (3μM) (Figure 28A et 28B). 
 
Figure 28 : Induction de lignée primaire de LT Vγ9Vδ2 par le zolédronate et comparaison 
avec le BrHPP. Analyse de l’expression du TCR Vγ9Vδ2 lors de l’induction d’une PCL de LT 
Vγ9Vδ2 par du BrHPP (A) ou du zolédronate (B). 
 
Par la suite, nous avons souhaité savoir si un contact cellulaire autologue était 





Pour ce faire, nous avons monitoré le flux calcique d’un LT Vγ9Vδ2 isolé par vidéo-
microscopie au cours de son activation par des PAgs solubles (BrHPP 200nM, IPP 15μM et 
cHDMAPP 2nM), ou par de la Ionomycine (1μg/mL) comme contrôle positif. Après 
purification des LT Vγ9Vδ2 à partir de PBMCs de donneurs sains, les cellules sont incubées 
pendant 30 minutes à 37°C avec 2μg de sonde calcique marquée au GFP (Fluo-8 AM, 
Abcam). Puis, les cellules sont lavées, resuspendues dans du milieu HBSS FCS 1% et 
déposées sur le support (lames μslides Angiogenesis, Ibidi) préalablement traité à la poly-D-
lysine (10µg/mL, 5 minutes à 37°C, Sigma-Aldrich). L’ensemencement s’effectue à très faible 
densité afin d’éviter les contacts cellulaires. Les séquences sont acquises sur un microscope 










Les résultats obtenus dans cette expérience sont présentés dans la Figure 29. Afin 
de détecter le flux calcique caractérisé par la fluorescence GFP, l’activateur (BrHPP, IPP, 
cHDMAPP ou Ionomycine) est ajouté avec précaution dans le puits directement sous le 
microscope après mise en route de la vidéo afin de suivre la même cellule au cours du 
temps (Figure 29A). 
 
Tout d’abord, nous pouvons voir que la stimulation d’un LT Vγ9Vδ2 isolé par la 
Ionomycine (1μg/mL) ajoutée après 30 secondes de vidéo entraine une augmentation rapide 
de la fluorescence GFP suivie par une stabilisation (Figure 29B). Les profils de GFP obtenus 
après stimulation d’un LT Vγ9Vδ2 isolé par les PAgs solubles (BrHPP 200nM, IPP 15μM ou 
cHDMAPP 2nM) ajoutés après 2 minutes de vidéo sont différents et présentent une 
succession de pics de flux calciques (Figure 29C pour le BrHPP, 29D pour l’IPP et 29E pour 
le cHDMAPP). Ces profils ont été reproduits sur plusieurs LT Vγ9Vδ2 isolés, à partir de 
différentes expériences indépendantes issus de différents donneurs sains (Figure 29F 
regroupement de 6 expériences indépendantes). Cette quantification représente la différence 
quantitative entre les valeurs maximales et minimales (écart-type de 5%) des intensités de 
GFP émise par une cellule isolée pour chaque condition.  
 




Figure 29 : L’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs solubles ne requiert pas de contact 
cellulaire. Suivi du flux calcique des LT Vγ9Vδ2 frais purifiés isolés et activés par la 
Ionomycine (B) ou des PAgs solubles (C : BrHPP, D : IPP et E : cHDMAPP) (profils : B-E, 
quantification : F). 
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Ces différents résultats montrent que les LT Vγ9Vδ2 peuvent s’auto-activer par les 
PAgs solubles sans aucun contact cellulaire. 
 
L’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP dépend du TCR γδ et des BTNs. 
 
Pour aller plus loin, nous avons voulu savoir si l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par 
les PAgs solubles implique les mêmes acteurs que ceux identifiés pour leur activation 
classique par contact avec une cellule tumorale traitée aux PAgs. Ainsi, nous avons étudié le 
rôle du TCR γδ, de la BTN2A1 et de la BTN3A1 dans le modèle d’auto-activation des LT 




Pour ce faire, nous avons tout d’abord quantifié l’expression en cytométrie en flux de 
la BTN3A1 avec l’anticorps anti-BTN3A1 (clone 223-5, BD Biosciences) et de la BTN2A1 
avec l’anti-BTN2A1 (Biorbyt) sur les LT Vγ9Vδ2 en PCL. Puis, nous avons utilisé l’anticorps 
activateur des BTN3A (1h, 10μg/mL, clone 20.1, ImCheck Therapeutics, Marseille) 
directement sur les LT Vγ9Vδ2 en PCL.  
 
Par ailleurs, nous avons prétraité les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés par différents anticorps 
bloquants : un anticorps bloquant le TCR γδ (1h, 0.5mg/mL, clone B1, Biolegend), un 
anticorps bloquant la BTN2A1 (1h, 10μg/mL, ICT03-1005, ImCheck Therapeutics) ou la 
BTN3A1 (1h, 10μg/mL, clone 103.2, ImCheck Therapeutics). Puis, les LT Vγ9Vδ2 sont 
rincés deux fois au PBS 1X puis activés par le BrHPP (200nM) ou les billes CD3/CD28 
pendant 4h. L’activation des LT Vγ9Vδ2 est quantifiée par l’expression du CD107a, de l’IFN-















Figure 30: L’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP dépend du TCR γδ et des BTNs. 
Analyse de l’expression de la BTN2A1 et BTN3A1 à la surface des LT Vγ9Vδ2 frais naïfs 
(A), de l’expression du CD69 par les LT Vγ9Vδ2 traités par l’agoniste de la BTN3A1 (B) et de 
l’activation des LT Vγ9Vδ2 activés par le BrHPP ou les billes CD3/CD28 préalablement 
traités par des anticorps bloquants (C-D : cytométrie en flux, E-F : flux calcique). 
Résultats – Partie II 
125 
 
Les LT Vγ9Vδ2 naïfs exprimant la BTN2A1 et la BTN3A1 à leur surface (Figure 30A) 
et pouvant être activés par l’agoniste de la BTN3A1 (Figure 30B), nous avons mesuré par 
cytométrie en flux l’expression du CD107a, de l’IFN-γ et du CD69 par les LT Vγ9Vδ2 frais 
purifiés naïfs stimulés par le BrHPP et prétraités par les trois anticorps bloquants utilisés 
précédemment. Nous pouvons observer que le blocage du TCR γδ, de la BTN2A1 et de la 
BTN3A1 impacte et diminue très fortement l’activation des LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP mais 
pas par les billes anti-CD3/CD28 (Figure 30C, expérience représentative et 30D, 
regroupement de 12 expériences indépendantes). De plus, nous avons analysé le flux 
calcique de LT Vγ9Vδ2 naïfs isolés stimulés par 200nM de BrHPP en présence d’anticorps 
bloquant les BTNs ainsi que le TCR. Nous pouvons observer une diminution importante de 
l’intensité de le GFP lorsque les LT Vγ9Vδ2 ont été prétraités par l’anti-TCR γδ (vert) et une 
quasi-totale inhibition après prétraitement par les anticorps bloquants anti-BTN2A1 (rouge) et 
BTN3A1 (bleu) (Figure 30E, expérience représentative et 30F, regroupement de 6 
expériences indépendantes). 
 
L’activation des LT Vγ9Vδ2 par l’IPP dépend de la BTN3A1 et du TCR γδ en 
l’absence de cellule cible. 
 
Par la suite, nous avons voulu savoir dans une nouvelle expérience si le traitement 
exogène par l’IPP, qui correspond au phosphoantigène endogène, entrainait une activation 




Pour ce faire, nous avons prétraité les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés par un anticorps 
bloquant la BTN3A1 (1h, 10μg/mL, clone 103.2) ou le TCR γδ (1h, 0.5mg/mL, clone B1). 
Après un rinçage par du PBS 1X, les LT Vγ9Vδ2 sont traités par l’IPP à 15µM pendant 2 
heures (37°C et 5%CO2). Après incubation, nous avons quantifié l’activation des LT Vγ9Vδ2 




Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 31 ci-dessous. Dans cette 
expérience, nous pouvons observer que l’activation des LT Vγ9Vδ2 par l’IPP est 
significativement diminuée par le blocage de la BTN3A1 et plus modérément limitée par le 
blocage du TCR γδ (Figure 31A, expérience représentative et 31B, regroupement de 3 
expériences indépendantes). C’est pourquoi, nous pouvons conclure que l’activation des LT 
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Vγ9Vδ2 par l’IPP en l’absence de cellule cible est également dépendante de la BTN3A1 et 
du TCR γδ. Cependant, nous n’avons pas encore de données concernant le blocage de la 
BTN2A1 pour valider l’impact de ce partenaire ni de suivi de flux calcique pour montrer 
l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par l’IPP sans contact cellulaire. 
Figure 31: L’activation des LT Vγ9Vδ2 par l’IPP dépend de la BTN3A1 et du TCR γδ en 
l’absence de cellule cible. Analyse de l’activation des LT Vγ9Vδ2 activés par le l’IPP 
préalablement traités par des anticorps bloquants (A, B). 
 
Ainsi, nous pouvons dire que les différents partenaires impliqués dans l’activation des 
LT Vγ9Vδ2 après contact avec une cible tumorale traitée aux PAgs (TCR γδ, BTN2A1 et 
BTN3A1) jouent également un rôle dans l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP en 
l’absence de cellule cible et de tout contact cellulaire. Nous avons retrouvé également une 
implication du TCR γδ et de la BTN3A1 dans l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par l’IPP. 
 
Au-delà des trois partenaires identifiés (TCR γδ, BTN2A1 et BTN3A1), nous pensons 
que d’autres acteurs sont impliqués dans le processus d’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par 
les PAgs solubles en l’absence de cellule cible. 
 
L’inhibition du transporteur ABCA-1 par le Probucol perturbe l’auto-activation 
des LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP. 
 
Dans la suite de ces travaux, nous avons étudié l’implication du transporteur ABCA-1 
dans le mécanisme d’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP. Comme il a été montré 
précédemment dans la littérature que ce transporteur pouvait être impliqué dans le trafic de 
l’IPP à travers la membrane 169, nous nous sommes demandé si le transporteur ABCA-1 
pouvait jouer un rôle dans le transport du BrHPP soluble lors de l’auto-activation du LT 
Vγ9Vδ2. Ainsi, après avoir vérifié la non toxicité du traitement au Probucol (inhibiteur du 
transporteur ABCA-1) sur les LT Vγ9Vδ2, nous avons réalisé une expérience pour répondre 
à cette question. 






Pour évaluer l’éventuelle toxicité du traitement au Probucol, nous avons quantifié 
l’expression du DAPI et du 7-AAD par les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés traités par des 
concentrations croissantes de Probucol (10µM à 100µM, overnight). 
 
Pour tester l’impact de l’ABCA-1 dans le mécanisme d’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 
en l’absence de cellule cible, nous avons inhibé ce transporteur en traitant les LT Vγ9Vδ2 
par le Probucol (10µM, overnight, Sigma Aldrich). Après rinçage des cellules par du PBS 1X, 
nous avons activé les LT Vγ9Vδ2 par du BrHPP (200nM, 4h) ou des billes CD3/CD28. Le 
niveau d’activation de ces cellules a été quantifié par cytométrie en flux (expression du 
CD107a, de l’IFN-γ et du CD69) et par le suivi du flux calcique au confocal. 
 
Résultats :  
 
Tout d’abord, nous avons observé que le Probucol n’exerce pas d’action toxique sur 
les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés car le pourcentage de viabilité reste constant (80% de LT 
Vγ9Vδ2 viables) quel que soit la concentration en probucol utilisée (Figure 32A pour le dapi 
et 32B pour le 7-AAD). 
Figure 32 : Le traitement par le Probucol n’est pas toxique sur les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés. 
Analyse de la viabilité des LT Vγ9Vδ2 traités par des doses croissantes de Probucol (A : 
DAPI, B : 7-AAD). 
 
Nous avons alors utilisé cette drogue pour tester l’implication du transporteur ABCA-1 
dans l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 en l’absence de cellule cible. Les différents résultats 
obtenus sont présentés dans la Figure 33 ci-contre. 
 




Figure 33 : L’inhibition du transporteur ABCA-1 par le Probucol perturbe l’auto-activation des 
LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP. Analyse de l’activation des LT Vγ9Vδ2 activés par le BrHPP et 
préalablement traités par le Probucol par cytométrie en flux (A, B) et suivi de flux calcique 
(C, D). 
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Nos résultats montrent que l’inhibition du transporteur ABCA-1 par le Probucol sur les 
LT Vγ9Vδ2 entraine une diminution significative de l’expression du CD107a, de l’IFN-γ et du 
CD69 lorsqu’ils sont stimulés par du BrHPP (200nM) (Figure 33A, expérience représentative 
et 33B, regroupement de 5 expériences indépendantes). Cependant, l’activation des LT 
Vγ9Vδ2 avec des billes CD3/CD28 n’est pas affectée par le probucol. De plus, le blocage du 
transporteur impacte l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 puisqu’on observe une diminution du 
flux calcique dans les cellules traitées au Probucol et stimulées par le BrHPP (Figure 33C, 
expérience représentative et 33D, quantification de 2 expériences). 
 
Le Probucol inhibe l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par l’IPP. 
 
Pour aller plus loin, nous avons voulu savoir si le transporteur ABCA-1 était 




Comme dans nos précédentes expériences, nous avons bloqué le transporteur 
ABCA-1 par le traitement au Probucol. Ainsi, les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés ont été prétraités 
au Probucol (10µM, overnight), puis rincés deux fois au PBS 1X. Les cellules ont été ensuite 
activées par l’IPP à 15µM pendant 2 heures (37°C et 5% CO2). Après incubation, nous avons 





La Figure 34 ci-dessous présente les résultats obtenus dans cette expérience. 
 
Figure 34 : Le Probucol inhibe l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par l’IPP. Analyse de 
l’activation des LT Vγ9Vδ2 activés par l’IPP et préalablement traités par le Probucol par 
cytométrie en flux (A, B). 
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Dans cette expérience, nous pouvons observer que l’activation des LT Vγ9Vδ2 par 
l’IPP est très fortement diminuée par le blocage de l’ABCA-1 par le Probucol. Par 
conséquent, nous pouvons conclure que ce transporteur est également impliqué dans le 
mécanisme d’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par l’IPP. 
Ainsi, ces différents résultats tendent vers l’hypothèse d’une implication du 
transporteur ABCA-1 dans le trafic du BrHPP pour permettre l’auto-activation du LT Vγ9Vδ2 
en l’absence de cellule cible, et notamment dans le passage du BrHPP vers le cytoplasme. 
 
Des résultats complémentaires sont en faveur de cette hypothèse. En effet, nous 
avons montré qu’en co-culture avec la lignée tumorale A549 prétraitée au BrHPP, les LT 
Vγ9Vδ2 ne sont pas activés lorsque les deux partenaires sont séparés par une membrane 
poreuse (utilisation d’un transwell) ni par le milieu conditionné de ces mêmes lignées 
prétraitées au BrHPP (Figure 35, CM : condition medium, TW : transwell). 
 
Figure 35 : Les LT Vγ9Vδ2 ne sont pas activés après co-culture avec les A549 traitées au 
BrHPP séparé par un transwell ou par le milieu conditionné de cette lignée. Analyse de 
l’expression du CD107a par les LT Vγ9Vδ2 activés par le BrHPP en l’absence de cellule 
cible ou après co-culture avec des A549 prétraitées au BrHPP séparés par un transwell (TW) 
ou leur milieu conditioné (CM) (A, B). 
 
Ceci tend à dire que l’ABCA-1 pourrait être impliqué dans l’entrée du BrHPP dans le 
LT Vγ9Vδ2 induisant ainsi son auto-activation. Néanmoins, il sera important de confirmer le 
rôle de ce transporteur par une technique plus précise, comme par exemple par siRNA. 
 
Ainsi, nous avons montré qu’en plus des trois partenaires (TCR γδ, BTN2A1, et 
BTN3A1) impliqués dans l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs solubles, le 
transporteur ABCA-1 était également acteur de ce processus. Cependant et à la différence 
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du modèle classique hétérologue de l’activation des LT Vγ9Vδ2, ces différents acteurs sont 
ici localisés directement sur la cellule isolée. 
 
Augmentation progressive de l’expression de la BTN3A1 à la surface du LT 
Vγ9Vδ2 auto-activé au BrHPP. 
 
Pour poursuivre la compréhension du mécanisme d’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 
sans contact cellulaire, nous avons décidé d’étudier par microscopie confocale la 
configuration des trois partenaires (TCR γδ, BTN2A1 et BTN3A1) à la surface d’un LT 
Vγ9Vδ2 isolé pendant sa stimulation par le BrHPP. Pour l’envoi du manuscrit, nous avons 
uniquement intégré les résultats pour les partenaires TCR γδ et BTN3A1 car les expériences 




Les LT Vγ9Vδ2 frais purifiés ont été marqués par un anti-TCR γδ (FITC, clone B3, BD 
Biosciences) et un anti-BTN3A1 (BV421, clone 232-5, BD Biosciences) pendant 20 minutes 
à 4°C. Après deux rinçages au PBS 1X, les cellules ont été traitées ou non par le BrHPP 
(200nM, à 3 minutes, 10 minutes ou 45 minutes) à 37°C et 5% de CO2. Comme contrôle 
positif, nous avons utilisé la Ionomycine (10μg/mL, 10 minutes). De plus, nous avons étudié 
la localisation de ces marqueurs après une activation au zolédronate (5µM, 1 heure). A la fin 
de l’incubation, les cellules sont déposées à faible concentration sur les lames de microcopie 
prétraitées par la poly-D-lysine (10µg/mL, overnight à température ambiante, Sigma-Aldrich). 
Enfin, les lames sont montées à l’aide du milieu Fluoromount-G et analysées sur un 
microscope confocal Zeiss LSM780 ou 880 FAST Airyscan. 
 
Les analyses quantitatives de la colocalisation entre le TCR γδ et la BTN3A1 à la 
surface des LT Vγ9Vδ2 sont réalisées via RGB profiler disponible sur le logiciel ImageJ®. 
Dans cette analyse, nous avons déterminé les coefficients de Manders 295 sur des sections 




Les résultats obtenus dans cette partie sont présentés dans la Figure 36 ci-contre.  





Figure 36 : Augmentation progressive de l’expression de la BTN3A1 à la surface du LT 
Vγ9Vδ2 auto-activé au BrHPP. Analyse de la localisation du TCR γδ et de la BTN3A1 à la 
surface des LT Vγ9Vδ2 non traités ou activés avec le BrHPP, la Ionomycine ou le 
zolédronate (A : photos représentatives, B : intensités de fluorescence, C : coefficients de 
colocalisation). 
 
Tout d’abord, nous avons imagé le TCR γδ et la BTN3A1 à la surface des LT Vγ9Vδ2 
frais purifiés naïfs, ou suivant l’activation avec le BrHPP, la Ionomycine ou encore le 
zolédronate (Figure 36A). Comme attendu, l’expression du TCR γδ (fluorescence verte) est 
répartie de façon assez homogène à la surface du LT Vγ9Vδ2. De plus, on observe que la 
distribution spatiale de la BTN3A1 (fluorescence bleue) n’est pas homogène à la surface du 
Résultats – Partie II 
133 
 
LT Vγ9Vδ2 isolé. 
 
Par la suite, nous avons quantifié les intensités de ces deux marqueurs à la surface 
des LT Vγ9Vδ2 frais purifiés (Figure 36B). Ces résultats montrent que l’intensité du TCR γδ 
est légèrement modulée au cours de l’activation par le BrHPP. En effet, les cellules 
expriment moins de TCR γδ après 3 et 45 minutes de stimulation au BrHPP, en comparaison 
avec les non traitées. En revanche, l’intensité du signal TCR γδ détectée après 10 minutes 
de stimulation au BrHPP est supérieure au contrôle non traité. De plus, l’intensité du TCR γδ 
n’est pas modulée par l’activation à la Ionomycine mais est légèrement diminuée par un 
traitement au zolédronate (5µM, 1h). Par ailleurs, ces résultats montrent que l’expression de 
la BTN3A1 à la surface d’un LT Vγ9Vδ2 isolé n’est pas modulée au cours de la phase 
précoce de l’activation (3 minutes de traitement au BrHPP) mais augmente dans la phase 
plus tardive de l’activation (10 et 45 minutes de traitement au BrHPP) en comparaison avec 
les cellules non traitées. Enfin, on constate que l’expression de la BTN3A1 n’est pas 
modulée après 10 minutes de stimulation à la Ionomycine, ni par le traitement au zolédronate 
par rapport aux cellules non traitées. 
 
De plus, nous avons analysé la colocalisation entre le TCR γδ et la BTN3A1 sur des 
LT Vγ9Vδ2 frais purifiés individuels au cours de leur auto-activation par le BrHPP (Figure 
36C). On observe que la BTN3A1 colocalise de façon modérée avec le TCR γδ car nous 
avons quantifié un coefficient de Manders de 0,57 à la surface des LT Vγ9Vδ2 non activés. 
Cette colocalisation partielle tend à diminuer au cours de l’activation au BrHPP (coefficient 
de Manders de 0,54 pour BrHPP 3min ; 0,52 pour BrHPP 10min et 0,49 pour BrHPP 45min). 
De plus, on observe une diminution de la colocalisation entre la BTN3A1 et le TCR γδ après 
traitement à la Ionomycine (coefficient de Manders de 0,48) mais une augmentation en 
présence de zolédronate (coefficient de Manders de 0,626) par rapport aux LT Vγ9Vδ2 non 
activés. 
 
Ainsi, ces résultats montrent qu’un LT Vγ9Vδ2 frais purifié isolé va moduler de façon 
transitoire l’expression du TCR Vγ9 et de la BTN3A1 au cours de son auto-activation, et de 
façon séquentielle. Nos résultats montrent notamment une augmentation progressive de 
l’expression de la BTN3A1 à la surface du LT Vγ9Vδ2 auto-activé au BrHPP. De plus, nous 
avons montré qu’il existe une proximité préexistante entre le TCR γδ et la BTN3A1 à la 
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Afin de poursuivre cette étude, nous avons prévu de terminer prochainement des 
nouvelles expériences d’immunofluorescence incluant la BTN2A1 ainsi que de réaliser des 
nouvelles expériences incluant la phosphotyrosine (pTyr) pour mesurer l’activation 
lymphocytaire. En effet, nous pourrions ainsi comparer l’expression des pTyr sur un LT 
Vγ9Vδ2 isolé au cours de son activation au BrHPP (200nM). De plus, il serait intéressant de 
regarder la localisation des pTyr au sein du LT Vγ9Vδ2 isolé auto-activé au BrHPP. Enfin, 
nous regarderons s’il existe une colocalisation entre les pTyr et les différents acteurs 
impliqués dans le processus d’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP en l’absence de 
cellule cible (TCR γδ, BTN2A1 et BTN3A1). 
  









Dans cette partie, nous avons étudié la capacité originale des LT Vγ9Vδ2 à s’activer par 
les PAgs solubles en l’absence de contact cellulaire. En effet, nous avons montré que les LT 
Vγ9Vδ2 naïfs étaient capables de s’activer par des phosphoantigènes solubles comme par 
exemple le BrHPP en l’absence de cellule accessoire. Tout d’abord, nous avons vu que le LT 
Vγ9Vδ2 doit rencontrer le PAg soluble avant de pouvoir s’activer et qu’il peut réaliser de la 
trogocytose avec un de ses homologues ayant également rencontré le BrHPP. Ainsi le LT 
Vγ9Vδ2 traité par le BrHPP n’agit pas comme une CPA envers un de ses homologues naïfs. 
De plus, nous avons mis en évidence par des expériences de flux calciques qu’un LT 
Vγ9Vδ2 isolé peut s’activer par le BrHPP, sans aucun contact cellulaire. Puis, nous avons 
caractérisé ce mécanisme original en montrant que cette auto-activation par un PAg soluble 
dépendait des BTN2A1 et BTN3A1, ainsi que du TCR γδ. Par ailleurs, le transporteur ABCA-
1 participe également à ce mécanisme d’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP. De 
plus, nous avons observé une augmentation progressive de l’expression de la BTN3A1 à la 
surface des LT Vγ9Vδ2 activés au BrHPP et une colocalisation préexistante du TCR γδ avec 
la BTN3A1 dans les LT Vγ9Vδ2 naïfs. Enfin, nous avons montré que ce phénomène d’auto-
activation des LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP était également applicable à l’IPP, un autre 
phosphoantigène soluble. 
 
Ce mécanisme inédit confirme la singularité de cette population lymphocytaire et montre 
la nécessité d’une meilleure compréhension des mécanismes d’activation des LT Vγ9Vδ2 



































I- L’activation des LT Vγ9Vδ2 par les phosphoantigènes peut 
être altérée par un réacheminement de RhoB dans les 
cancers du poumon 
 
Parmi les différents acteurs impliqués dans le mécanisme d’activation des LT Vγ9Vδ2 
par les PAgs, la protéine RhoB participe grandement à ce processus. Notre étude a montré 
que les LT Vγ9Vδ2 ne répondaient pas à la lignée PC9 traitée par des PAgs suite à un 
réacheminement de la protéine RhoB dans les endosomes tardifs de cette lignée. Ainsi, 
RhoB est séquestré dans les unités endosomales de PC9, ce qui empêche son apprêtement 
à la membrane afin d’exercer son action modulatrice sur la conformation de la BTN3A1. Ces 
résultats confortent ainsi l’hypothèse d’une forte implication de RhoB, et notamment de par 
sa localisation, dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 analysée lors de notre étude. 
 
Dès lors, la localisation de la protéine RhoB pourrait correspondre à un des 
mécanismes de résistance utilisé par les cellules tumorales pour se protéger de l’action 
cytotoxique des LT Vγ9Vδ2. En effet, l’immuno-échappement des tumeurs pourrait être 
médié par une dérégulation du trafic intracellulaire de RhoB, ce qui constitue une 
connaissance supplémentaire importante aux différents modèles décrivant le ciblage des 
cellules tumorales par les LT Vγ9Vδ2 via les molécules de BTN. 
 
Puisque la protéine RhoB est impliquée dans l’activation des LT Vγ9Vδ2, nous avons 
concentré nos travaux sur cette population cellulaire. En effet, dans l’étude précédente du 
Dr. Z. Sebestyen 171, il a été montré que la protéine RhoB était spécifiquement impliquée 
dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 et non des LT αβ conventionnels, contrairement à RhoA qui 
était impliqué pour les deux populations lymphocytaires. Cependant, nous avons vu que la 
protéine RhoB est impliquée dans le système immunitaire via des interactions avec d’autres 
cellules immunitaires, comme les macrophages 286 et les DC 287. Ainsi, il serait intéressant de 
savoir si le phénomène de signalisation d’inside-out de RhoB est spécifique des LT Vγ9Vδ2. 
De plus, il n’existe à ce jour aucune publication étudiant le rôle de RhoB dans l’activation des 
cellules NK. Puisque ces dernières partagent de nombreuses caractéristiques communes 
aux LT Vγ9Vδ2, nous pourrions nous demander si la réactivité des cellules NK est 
dépendante de l’activité de RhoB. En effet, si la protéine RhoB n’intervient pas dans 
l’activation de ces cellules, son rôle de modulateur spécifique de la réactivité des LT Vγ9Vδ2 
par les PAgs serait alors conforté. 
 




l’activation de RhoB après le contact entre la cible tumorale A549 et les LT Vγ9Vδ2, qui a 
lieu uniquement après traitement par le PAg. Donc, l’activation de RhoB dans les co-cultures 
des A549 avec les LT Vγ9Vδ2 est principalement dépendante du traitement par les PAgs. 
Afin d’expliquer cette observation, nous pouvons émettre l’hypothèse que RhoB pourrait être 
activé par des signaux de stress exogènes ou par des cytokines pouvant provenir des LT 
Vγ9Vδ2. En effet, dans d’autres contextes impliquant les cellules immunitaires, il a été 
montré que la protéine RhoB était uprégulée par un stress environnemental, des cytokines et 
du LPS, et régulée par ces signaux 286,287,296. Par conséquent, notre hypothèse serait que ces 
signaux sécrétés par les LT Vγ9Vδ2 activés pourraient contribuer à l’activation de RhoB de 
façon coopérative avec les PAgs. 
 
Dans la littérature, il est connu que la protéine RhoB interagit avec la BTN3A1 afin de 
moduler l’activation des LT Vγ9Vδ2. Dans notre étude, l’utilisation d’un anticorps bloquant la 
BTN3A1 abroge complètement l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les A549 traitées aux PAgs. 
Néanmoins, peu de choses sont connues concernant l’interaction possible entre la BTN2A1 
et RhoB et à ce jour, aucune publication n’a montré une interaction entre ces deux protéines. 
Néanmoins, nous n’avons pas observé de modification du niveau d’expression de la BTN2A1 
sur les lignées A549 et PC9 traitées aux PAgs. Ainsi, nous pouvons constater que 
l’augmentation de l’activité de RhoB suite au traitement par les PAgs n’impacte pas le niveau 
d’expression de la BTN2A1. Même si ces deux BTNs semblent intervenir de façon 
séquentielle dans le processus d’activation des LT Vγ9Vδ2, on ne peut quand même pas 
exclure que la protéine RhoB module l’activation des LT Vγ9Vδ2 également par la BTN2A1. 
Pour ce faire, nous pourrions utiliser un anticorps bloquant la BTN2A1 dans les A549 pour 
voir si l’activation est aussi dépendante de cette protéine. Ainsi, cette hypothèse serait 
intéressante à vérifier afin d’améliorer la compréhension du mécanisme d’activation des LT 
Vγ9Vδ2 par les cibles traitées aux PAgs.  
 
Une des limites de notre étude est l’absence de données cliniques. En effet, nos 
expériences ont été réalisées uniquement in vitro, à partir de lignées tumorales NSCLC 
humaines. Afin de poursuivre ces travaux, il pourrait être intéressant d’étudier l’activation des 
LT Vγ9Vδ2 dépendante de RhoB après co-culture avec des cellules de patients NSCLC 
traitées aux PAgs. Par ailleurs, nous pourrions regarder la localisation de la protéine RhoB 
sur des coupes histologiques de cellules de patients NSCLC. Par la suite, il serait possible 
de corréler les données de localisation à l’infiltrat lymphocytaire de ces patients, à leurs 
réponses au traitement et à l’évolution de leur pathologie. Par exemple, nous pouvons nous 
demander si une faible expression de la protéine RhoB dans la tumeur est corrélée à un 




pourrions étudier les caractéristiques d’activation de ces LT Vγ9Vδ2 infiltrés pour savoir s’ils 
sont anergiques.  
 
De plus, nous pouvons émettre l’hypothèse que l’enrichissement juxta-membranaire 
de RhoB pourrait être un paramètre d’étude intéressant afin de prédire la susceptibilité des 
cellules tumorales à des thérapies utilisant les LT Vγ9Vδ2. Cependant ces prédictions ne 
peuvent pas être basées uniquement sur ce critère puisque la cible tumorale Daudi ne 
présente pas un enrichissement juxta-membranaire de RhoB 171. Ainsi, ce mécanisme 
n’explique qu’en partie le processus de reconnaissance de la cible par les LT Vγ9Vδ2.  
 
Outre le fait que la prise en compte de la localisation de RhoB pourrait représenter un 
facteur prédictif de réponse aux immunothérapies par les LT Vγ9Vδ2, ce paramètre pourrait 
également être un facteur pronostic global intéressant chez les patients. En effet, nous 
pourrions émettre l’hypothèse que les patients porteurs de tumeurs où RhoB est très 
membranaire pourraient présenter une survie globale plus favorable que les patients atteints 
de tumeurs où RhoB est très endosomal. Ainsi, il serait intéressant d’inclure ce paramètre 
lors de la conduction des essais thérapeutiques utilisant les LT Vγ9Vδ2 pour voir s’il existe 
une corrélation entre la localisation de RhoB et la survie globale du patient. Néanmoins, 
l’interprétation de ces résultats pourrait être délicate à cause du rôle dual de RhoB, tantôt 
pro-tumoral, tantôt suppresseur de tumeur. 
 
Ainsi tous ces résultats tendent à confirmer l’implication de la protéine RhoB dans 
l’activation des LT Vγ9Vδ2 par des cibles tumorales traitées par les PAgs. Cependant, nos 
résultats montrent qu’il n’est pas l’unique médiateur de ce mécanisme. En effet, les A549 
traitées aux PAgs qui sont KO pour RhoB activent faiblement les LT Vγ9Vδ2, même si le 
niveau de cette activation est fortement diminué par rapport au contrôle WT. Il est donc très 
fortement probable qu’un ou plusieurs partenaires supplémentaires soient également 
impliqués dans ce phénomène. Par exemple, nous nous sommes demandé si le transporteur 
ABCA-1 participait à l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les cibles NSCLC traitées aux PAgs 
comme cela a été montré pour un autre modèle d’étude 169. Or, l’inhibition de ce transporteur 
par le Probucol n’impacte pas l’activation des LT Vγ9Vδ2 dans notre modèle. Ainsi, le 
transporteur ABCA-1 ne semble pas impliqué dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les cibles 
NSCLC traitées aux PAgs. De plus, au vue des expériences de Rhodes et ses collaborateurs 
172, il serait intéressant d’étudier le rôle de la Périplakine dans notre modèle d’étude des LT 
Vγ9Vδ2 avec des cibles tumorales NSCLC traitées aux PAgs. Par ailleurs, il est probable 
que le ligand du TCR δ2 qui n’est pas connu à ce jour pourrait également jouer un rôle 




II. L’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par les phosphoantigènes 
solubles indépendante des cellules cibles ne requiert pas 
de contact cellulaire et dépend des butyrophilines et du 
TCR 
 
Dans la seconde partie de ce manuscrit, nous avons vu que les LT Vγ9Vδ2 
présentent la capacité originale de s’activer par les PAgs solubles en l’absence de cellule 
cible et de contact cellulaire. Dans nos travaux, nous avons montré que ce mécanisme 
atypique se déroulait de façon inattendue et inédite sur cellule isolée. 
 
Nous avons vu que les LT Vγ9Vδ2 activés par le BrHPP exercent une lyse envers 
leurs homologues également activés par le PAg (détection de trogocytose et de mort 
cellulaire). Cette lyse exercée par les cellules cytotoxiques peut être qualifiée de « fratricide » 
si elle a lieu entre deux homologues, ou « suicide » si elle se déroule directement sur la 
cellule cytotoxique. Par exemple, une étude a montré que l’engagement du récepteur 
activateur NKG2D potentialise la lyse fratricide des cellules NK 297. De plus, les lymphocytes 
T cytotoxiques (CTLs) vont également réaliser de la lyse fratricide en présence d’un peptide 
spécifiquement reconnu par ces cellules 298. Leurs résultats ont montré que le contact 
cellulaire entre deux CTLs était nécessaire pour entrainer la lyse des lymphocytes, ce qui 
correspond ainsi à la lyse fratricide. Même si nous pensons que la lyse observée dans notre 
étude de l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP est fratricide, nous pourrions le 
vérifier par une expérience de microscopie. Pour ce faire, nous pourrions pré-marquer les LT 
Vγ9Vδ2 frais purifiés avec de la calcéine et suivre l’expression de ce marqueur sur la cellule 
isolée après ajout du PAg soluble à l’aide d’une vidéo au confocal. Si le LT Vγ9Vδ2 isolé 
auto-activé par le PAg réalise une lyse suicide, nous observerons une chute de l’expression 
de ce marqueur. En revanche, si la lyse est fratricide, alors l’expression de la calcéine sur le 
LT Vγ9Vδ2 isolé restera semblable au niveau initial. 
 
Les LT Vγ9Vδ2 n’ont pas besoin de cellule cible ou accessoire pour s’activer en 
présence de PAg et leur activation peut se dérouler sur cellule isolée en présence de PAgs 
solubles (BrHPP, IPP ou cHDMAPP). En effet, nos résultats montrent que les LT Vγ9Vδ2 
s’activent directement en présence de BrHPP, de façon isolée et dépendante du TCR γδ et 
des BTNs (BTN2A1 et BTN3A1). De plus, nous avons vu que les LT Vγ9Vδ2 s’auto-activent 
également en présence d’IPP, de façon dépendante du TCR γδ et de la BTN3A1. 
Cependant, nous ne savons pas encore si l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par l’IPP dépend 




expérience pour voir si l’utilisation en amont d’un anticorps bloquant la BTN2A1 abroge 
l’expression du CD107a, de l'IFN-γ et du CD69 par les LT Vγ9Vδ2 traités par l’IPP. De plus, 
il serait intéressant de valider ce phénomène d’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 par d’autres 
PAgs solubles, comme le cHDMAPP, en regardant si elle dépend du TCR γδ et des BTN2A1 
et BTN3A1. 
 
Nous ne savons pas encore si l’auto-activation du LT Vγ9Vδ2 sur cellule isolée se 
déroule entièrement à la surface du lymphocyte. En d’autres termes, nous ne savons pas si 
le BrHPP pénètre dans le LT Vγ9Vδ2 ou s’il est « capté » par le TCR γδ en surface. L’étude 
de Lang et ses collaborateurs a émis l’hypothèse que la production de TNF-α et la nécessité 
d’un contact cellule-cellule pour induire la lyse de l’effecteur indiquait que les TUBags 
devaient se liaient à la surface cellulaire avant la reconnaissance 152. Ainsi, les TUBags 
seraient reconnus par le TCR Vγ9Vδ2, probablement en association avec une molécule de 
surface conservée au cours du temps. Dans nos travaux, nous n’avons pas pu montrer que 
le BrHPP restait en surface du LT Vγ9Vδ2 isolé et entrainait son activation. Pour répondre à 
cette question, il faudrait rendre imperméable la membrane des LT Vγ9Vδ2 frais purifiés puis 
les activer avec le BrHPP. Si l’activation n’est pas modulée par ce traitement, alors le BrHPP 
restera en surface et interagira directement avec la BTN3A1 et le TCR γδ. 
 
Même si ne pouvons pas encore conclure sur ce point, les résultats concernant 
l’ABCA-1 sont intéressants et tendent vers l’hypothèse d’une entrée du BrHPP dans le LT 
Vγ9Vδ2. En effet, l’inhibition de ce transporteur par le Probucol limite cette activation donc 
impacte probablement le trafic du BrHPP. Tout d’abord, il serait important de confirmer ces 
résultats en utilisant une technique plus spécifique comme un siRNA ciblant ce transporteur. 
Si le LT Vγ9Vδ2 isolé traité par le siRNA répond de façon différentielle ou limitée au BrHPP 
par rapport à celui traité par le siRNA contrôle, alors ces résultats confirmeraient une 
implication du transporteur ABCA-1 dans le trafic du BrHPP. De plus, il serait intéressant 
d’étendre cette étude à d’autres PAgs solubles, et notamment de tester le flux calcique sur 
des LT Vγ9Vδ2 frais purifiés traités au Probucol en présence d’IPP ou de cHDMAPP pour 
voir si ce phénomène est généralisable. Enfin, nous pourrions envisager une expérience 
utilisant un PAg soluble marqué (par exemple du BrHPP radiomarqué) afin de suivre le 
cheminement du PAg soluble autour et/ou à l’intérieur du LT Vγ9Vδ2 isolé. 
 
Nous avons vu que des acteurs intracellulaires supplémentaires sont impliqués dans 
le modèle classique d’activation des LT Vγ9Vδ2 par des cellules cibles traitées aux PAgs, 
comme par exemple la Périplakine ou la protéine RhoB et nous pensons qu’ils pourraient 




la protéine RhoB est impliquée dans l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 en l’absence de cellule 
cible. Pour ce faire, nous pourrions envisager différentes expériences, comme par exemple 
l’inhibition de RhoB par la C3-transférase ou encore par un siRNA ciblant la protéine sur des 
LT Vγ9Vδ2 frais purifiés. Pour étudier l’implication de cette protéine, nous pourrions alors 
comparer l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs solubles dans les conditions où nous 
avons bloqué la protéine par rapport au contrôle. Cependant, nous devrions être vigilants 
dans l’interprétation des résultats puisque le spectre d’action de la protéine RhoB est large et 
cela pourrait impacter indirectement les readouts d’activation (par exemple via l’utilisation du 
réseau de cytosquelette). 
 
A partir des résultats de nos travaux, nous pourrions proposer un modèle d’auto-
activation d’un LT Vγ9Vδ2 par le BrHPP en l’absence de cellule cible et sans aucun contact 
cellulaire. Après ajout du BrHPP sur un LT Vγ9Vδ2 naïf, le PAg soluble pourrait rentrer dans 
le lymphocyte via le tranporteur ABCA-1 et activer différents partenaires intracellulaires. Tout 
d’abord, la Périplakine pourrait favoriser le rapprochement entre le TCR Vγ9 et la BTN2A1 à 
la membrane du lymphocyte. Puis, comme nous l’avons vu dans la première partie, le PAg 
pourrait augmenter l’activation de la protéine RhoB, qui pourrait alors changer de localisation 
pour aller moduler la conformation de la BTN3A1 au niveau de la membrane du LT Vγ9Vδ2. 
Alors, la BTN3A1 interagirait avec un ligand restant à déterminer également situé à la 
surface du lymphocyte isolé. Tous ces élements pourront ainsi entrainer l’activation directe 
du lymphocyte, sans l’aide d’une cellule cible ou accessoire. 
 
Nos résultats montrent que les LT Vγ9Vδ2 s’activent en présence de PAgs solubles 
en l’absence de cellule cible et sans aucun contact cellulaire. Ce mécanisme pourrait être 
partiellement responsable d’une apparition rapide de l’anergie lymphocytaire observée in 
vitro et in vivo ; mais aussi lors de la conduction des essais cliniques 204. En effet, nous 
pouvons imaginer que les LT Vγ9Vδ2 amplifiés in vitro par le BrHPP et réinfusés au patient 
rentrent précocement en anergie suite à une auto-activation rapide et une lyse fratricide in 
vitro. Or, puisque l’auto-activation des LT Vγ9Vδ2 n’est pas observée par le traitement au 
zolédronate, ces résultats sont en faveur des essais thérapeutiques utilisant le zolédronate 
(et plus largement les autres ABP). Par exemple, les LT Vγ9Vδ2 amplifiés et activés in vivo 
suite à l’injection de zolédronate au patient ne réaliseraient pas de mort fratricide retardant 
l’entrée des lymphocytes en anergie, phénomène régulée par divers paramètres. 
 
Pour aller plus loin, nous pourrions émettre l’hypothèse que la propriété d’auto-
activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs solubles en l’absence de cellule cible pourrait 




dans l’introduction de ce manuscrit que les LT Vδ1+ ont des propriétés régulatrices, au même 
titre que les LT CD4 régulateurs (Foxp3+), à l’inverse des LT Vγ9Vδ2. Ainsi, les LT Vγ9Vδ2 
pourraient exercer leur fonction régulatrice via cette capacité et la lyse fratricide, en une sorte 
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Abstract: The tumor bulk is composed of a highly heterogeneous population of cancer cells,
as well as a large variety of resident and infiltrating host cells, extracellular matrix proteins,
and secreted proteins, collectively known as the tumor microenvironment (TME). The TME is
essential for driving tumor development by promoting cancer cell survival, migration, metastasis,
chemoresistance, and the ability to evade the immune system responses. Therapeutically targeting
tumor-associated macrophages (TAMs), cancer-associated fibroblasts (CAFs), regulatory T-cells
(T-regs), and mesenchymal stromal/stem cells (MSCs) is likely to have an impact in cancer treatment.
In this review, we focus on describing the normal physiological functions of each of these cell types and
their behavior in the cancer setting. Relying on the specific surface markers and secreted molecules in
this context, we review the potential targeting of these cells inducing their depletion, reprogramming,
or differentiation, or inhibiting their pro-tumor functions or recruitment. Different approaches
were developed for this targeting, namely, immunotherapies, vaccines, small interfering RNA,
or small molecules.
Keywords: tumor microenvironment; resistance; TAMs; CAFs; T-regs; MSCs
1. Introduction
Resistance to cancer treatment is not only related to intrinsic properties of tumor cells but also to
other cellular or acellular parameters of the tumor microenvironment (TME) [1]. In general, the TME is
a highly heterogeneous and dynamic network, composed of normal and cancerous tissue-resident cells,
a large proportion of recruited immune cells, and extracellular matrix components. After the initial state
of the tumor, the TME (in particular, the immune TME) is modified to support and promote the tumor
development while suppressing immune cell-mediated cytotoxicity [2]. The cellular composition of
the TME is highly variable and could include almost all immune cell types such as CD8, CD4, and γδ
T-lymphocytes, macrophages, natural killer (NK) cells, dendritic cells (DC), B-cells, and mast cells,
as well as fibroblasts, neuroendocrine cells, adipose cells, endothelial cells, and mesenchymal cells [3].
All these cells, including tumor cells, take part in the tumor progression by promoting tumor growth,
tumor dormancy, tumor invasion, and metastasis [4,5]. Tumor cells are able to release pro-tumor
Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 4719; doi:10.3390/ijms20194719 www.mdpi.com/journal/ijms
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factors directly or indirectly by inducing hypoxia or necrosis, and by modifying other actors of the TME
in its favor. Tumor-infiltrating immune cells (T-cells and macrophages), fibroblasts, and mesenchymal
cells drive tumor progression. Depending on the tumor type, infiltrated immune cells can be found in
variable proportions and display heterogeneous phenotypes with either pro- or anti-inflammatory
properties [6]. In the latter case, despite their dual role in cancer, regulatory T-cells (T-regs) are a subset
of immunosuppressive infiltrated T-cells mostly involved in the immune escape [7]. Tumor-associated
macrophages (TAMs) or cancer-associated fibroblasts (CAFs) can also produce a favorable environment
for cancer cells, as well as mesenchymal stromal/stem cells (MSCs), as shown in Figure 1.
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These cells are considered as targets in cancer in order to improve classical therapies or to find new
strategies to reverse treatment resistance. In this review, we focus on the latest advances in targeting of
TAMs, T-regs, MSCs, and CAFs which could provide new therapeutic approaches in cancer.
2. TAMs
2.1. Overview on Normal Macrophages and Their Physiological Functions
In normal tissue, resident macrophages have ite-specific phe otypes, for example, microglia in
the brain, Kupffer cells in the liver, alveolar macrophages in the lung, and peritoneal macrophages
in the gut. These tissue-resident macrophages likely arise from embryonic precursors and are
maintained by self-renewal [8]. However, all these macrophages display a common and principal
role in maintaining steady-state homeostasis [9]. On the other hand, monocytes from the blood are
recruited and transformed into mature macrophages in specific tissues, in response to cytokines and
chemokines released during inflammation. Depending on the microenvironment, macrophages are
differentiated into either classical activated (M1/Th1-activated) macrophages or into alternatively
activated (M2/Th2-activated) macrophages [10].
M1 macrophages display pro-inflammatory properties involved in the resolution of infections and
exert anti-tumor activities. Indeed, macrophages recognize pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) such as lipopolysaccharides through Toll-like receptors (TLRs) at their surface, activating
transcription factors (e.g., interferon regulatory factors and nuclear factor kappa B) and initiating
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the inflammatory response [11]. These M1-oriented macrophages, which could also be induced by
cytokines secreted by other Th1 cells (e.g., IFN-γ), release pro-inflammatory cytokines (e.g., IL-1β, IL-6,
IL-12, IL-23, and TNF-α) and type-1 cell-attracting chemokines (e.g., CXCL9 and CXCL10), favoring
the recruitment of more macrophages and leucocytes to eliminate pathogens, characterized by the
production of cytotoxic nitric oxide (NO) derived from the metabolism of arginine by inducible nitric
oxide synthase (iNOS) [12]. There are no characteristic receptors at the surface of M1 macrophages,
but they express CD16, CD86, CD80, IL-1RI, major histocompatibility complex class II (MHC-II), TLR2,
and TLR4.
On the contrary, M2-oriented macrophages are involved in the wound-healing process and
allergies, and they display pro-tumor activities [10,13]. M2 polarization is induced by the release of
IL-4, IL-13, or IL-10 by damaged cells, resulting in activation of the STAT6 transcription factor through
the JAK–STAT pathway [14]. M2 macrophages are characterized by many specific receptors, e.g., IL-1R
II, the scavenging receptor I (CD204), the mannose receptor (CD206), and the hemoglobin scavenger
receptor (CD163) [15]. These cells produce large amounts of anti-inflammatory cytokines such as IL-10
and chemokines such as CCL17, CCL22 and CCL24 [12,16]. However, all these macrophages are never
in a completely blocked phenotype due to their plasticity and ability to switch between phenotypes
depending on microenvironment cues. Wound sites can also be sensitive to pathogen attacks, and both
macrophage types exist within this type of environment, essential for wound resolution [17].
2.2. Tumor-Associated Macrophages
Within tumors, macrophages can be in between or off the spectrum of the M1/M2 states depending
on the tumor stage [18]. These TAMs can be derived from resident macrophages [19] or attracted from
bone marrow and spleen to the tumor site thanks to the CCL2 (MCP-1) and CCL5 (RANTES) chemokines
produced by the tumors, fibroblasts, endothelial cells, and even by the TAMs themselves [20].
Colony-stimulating factor-1 (CSF-1) is also a monocyte/macrophage attractant, as well as a macrophage
survival and polarization signal, which is highly important in tumors [21]. Early in tumor development,
M1 macrophages are able to kill and remove tumor cells, and to produce cytokines for the recruitment
and activation of other immune effector cells [22]. Nevertheless, the evolution of the TME, depending
on the stage of the tumor and on the type of cancer, can revert this anti-tumor program and favor a
switch of infiltrated macrophages into an M2 phenotype with pro-tumor and immune-suppressive
functions [23]. Pro-tumor functions of TAMs are the result of a macrophage polarization with a particular
cytokine profile (macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), IL-4, IL-13, IL-10, Prostaglandin
E2 (PGE2)) of the TME [24]. However, chemokines and signals in the TME originating from tumor
cells, B-cells, and stromal cells (e.g., CSFs, TGF-β, IL-1) can deviate macrophage functions and
phenotype, astray from the classical M1/M2 polarized cells. However, in general, TAMs stimulate
tumor cell proliferation, migration, and genetic instability, and can protect them from apoptosis or
therapy. TAMs are, thus, able to promote tumor development at primary sites, invasion, metastasis,
angiogenesis, and lymphangiogenesis [25]. These cells express at their surface the scavenger receptor,
CD163, and the mannose receptor, CD206, and also have immunosuppressive functions neutralizing
recruitment and functions of cytotoxic CD8 T-cells and natural killer cells through the secretion of IL-10
and TGF-β in the TME [26,27]. TAMs also represent a strong source of iron, which is essential to tumor
development [28]. Interestingly, several meta-analyses of more than 55 studies of different cancers
showed that high infiltration of TAMs correlated with poor overall survival in the majority of cancers,
indicating that infiltrating TAMs preferentially display a pro-tumor phenotype [29]. Through their
pro-tumor functions, TAMs are also able to promote the recovery of tumors in mouse models following
chemotherapies, radiotherapies, or immunotherapies [30].
For all these reasons, TAMs are good candidates to target in TME, and several therapy strategies
modulating TAM functions, infiltration, and number are emerging. Figure 2 summarizes the different
drugs targeting TAMs addressed in this review.
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2.3.1. Differentiation and Depletion
TAMs can be depleted by blocking CSF-1 receptor (CSF-1R), a tyrosine kinase receptor whose
binding with CSF-1 or IL-34 leads to a signaling cascade promoting proliferation, function, and survival
of macrophages [31]. Several antagonists and antibodies to CSF-1R were developed for the therapeutic
modulation of infiltrating TAMs and tested in preclinical models. In a preclinical breast cancer model,
anti-mouse CSF-1R antibodies were shown to deplete macrophages and to reduce tumor size [32].
Treatment with RG7155l, a humanized monoclonal antibody, was associated with a reduction in
tumor-infiltrating TAMs and an increase in infiltration of effector T-cells in a fibrosarcoma mouse model,
as well as in colorectal cancer and cancer patients with advanced tenosynovial giant cell tumors [31].
Alongside antibodies blocking CSF-1R, small-molecule antagonists to CSF-1R, capable of
penetrating the blood–brain barrier, were been developed. For example, PLX3397 (pexidartinib)
was associated with a reduction in the number of tumor-associated microglia and glioblastoma
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invasions in glioma mouse models [33]. In an ovarian cancer model, GW2580 induced a reduction of
ascite volume and a decrease in the number of infiltrating macrophages [34]. In a phase II clinical trial,
patients with recurrent glioblastoma displayed a good tolerance to GW2580, but only 8% of 37 patients
showed a six-month progression-free survival [35].
To enhance the potential of these inhibitors, combination strategies with conventional
chemotherapy were proposed. The efficacy of paclitaxel in a mammary adenocarcinoma mouse
model was enhanced by the blockade of CSF-1R/CSF-1, with paclitaxel upregulating the production
of CSF-1 [36]. However, a recent phase I study using a combination of a monoclonal anti-CSF-1R
with paclitaxel in patients with advanced and metastatic solid tumors revealed TAM depletion
but no clinically relevant anti-tumor activity [37]. In the case of gemcitabine, its activity was
enhanced by its combination with GW2580 in the treatment of mice with pancreatic adenocarcinoma,
through the upregulation of cytidine deaminase causing resistance to gemcitabine [38]. More recently,
combination of anti-CSF-1R with docetaxel (microtubule-stabilizing agent) revealed TAM depletion in
a murine epithelial ovarian cancer model, in correlation with the anti-tumor effect of docetaxel [39].
Moreover, PLX3397 was able to potentiate the therapeutic effects of radiotherapy in a preclinical mouse
xenograft model with intracranial human glioblastoma through the neutralization of CSF-1, which was
upregulated by radiotherapy [40].
Finally, it was shown that CSF-1R targeting by the BLZ945 inhibitor could lead to the switch of
the TAM phenotype toward an anti-tumor phenotype in a glioma preclinical model thanks to GM-CSF
and IFN-γ produced by glioma cells concomitantly to TAM depletion [21].
Another way to deplete TAMs is to use bisphosphonates (BP), which induce apoptosis of myeloid
cells by inhibiting the essential farnesyl diphosphate synthase, a key enzyme for cholesterol synthesis
and protein prenylation. These compounds have a high affinity for bone hydroxyapatite, where they
are internalized by bone osteoclasts leading to their apoptosis, and they are, thus, indicated as treatment
in pathologies with abnormal bone resorption such as osteoporosis or multiple myeloma [41]. However,
all tissue-resident macrophages, including TAMs, can be targeted by BPs such as clodronate in a
liposomal formulation with an increase in survival in some preclinical cancer models correlated with
macrophage depletion [42]. In a murine xenograft model for cutaneous T-cell lymphoma, the reduction
of tumor growth was associated with a decrease in pSTAT3 and macrophage number [43]; the same
association was observed in other preclinical mouse models of bone metastasis from lung cancer [44],
lung metastasis from breast cancer [45], or melanoma xenograft models [46]. At the clinical level,
clodronate was shown to reduce the incidence of bone and visceral metastasis in human mammary
carcinomas treated with a combination of clodronate/chemo- or hormonal therapy [47], and, in patients
with prostate cancer, another BP reduced skeletal-related events and improved progression-free
survival time [48].
Finally, trabectedin, a tetrahydroisoquinoline alkaloid with anti-neoplastic effects, was used for
the treatment of advanced-stage tissue sarcoma and relapsed ovarian cancer and was shown to cause a
partial depletion of circulating monocytes and TAMs [49]. Trabectedin activates a TRAIL-dependent
pathway of apoptosis, and myeloid cells expressing very low levels of TRAIL are insensitive to TRAIL
triggering of apoptosis [50].
2.3.2. Reprogramming
Even if TAMs generally display a pro-tumor role, they can be converted into anti-tumor cells
and activate the immune system depending on the context. Regarding this plasticity, TAMs can be
reprogrammed toward a tumoricidal phenotype to restore their anti-tumor properties thanks to the
targeting of surface markers or signaling molecules, or to modifications in the metabolism.
Several markers at the surface of TAMs can be targeted to switch their phenotype such as the
scavenger receptor MARCO, TLRs, CD40, or CCR5 [51–54]. The pattern recognition scavenger receptor
MARCO was linked to clinical outcome [51]. An anti-MARCO monoclonal antibody was, thus,
developed and was shown as having an anti-tumor activity in breast and colon carcinoma, and in
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melanoma models through reprogramming of TAMs populations to a pro-inflammatory phenotype and
increasing tumor immunogenicity. This was shown as being dependent on the inhibitory Fc-receptor,
FcγRIIB [51]. The pro-inflammatory phenotype can also be activated by specific ligands of TLRs
or of CD40. Some TLR synthetic ligands were tested in cancer, such as the TLR3 agonist Poly(I:C)
which activates the NF-κB pathway, leading to pro-inflammatory M1 polarization with production
of type I IFN [55]. Intratumoral delivery of a TLR9 agonist, such as cytosine–phosphate–guanine
oligodeoxynucleotides (CpG ODN), or a TLR7/8 agonist (R848) showed a tumoricidal activity in mouse
models of melanoma and breast cancer [52,56]. Clinical trials with IMQ and a DNA-based TLR9
immunomodulator in metastatic cancer also showed histological tumor regression and an increase in
lymphoid immune infiltration [57]. TLRs can also be activated by sensing bacterial ligands such as the
attenuated ∆actA/∆inlB strain of Listeria monocytogenes, which, when introduced into the aggressive
ID8-Defb29/Vegf-A murine ovarian carcinoma, is preferentially phagocytosed by TAMs and reprograms
the population from one of suppression to immunostimulation [58].
CD40 is also an important receptor at the TAM surface, as its ligation with the CD40 ligand at the
T-cell surface stimulates T-cell–based anti-tumor responses. In preclinical studies, a rat anti-mouse CD40
antibody showed remarkable therapeutic activity in the treatment of CD40+ B-cell lymphomas [59].
The first class of modified anti-CD40 antibody, presenting five point mutations in the Fc domain
(CP-870,893), showed efficient immunostimulation of effector T-cells in mouse models but little clinical
effect in advanced cancer patients [60]. Recently, the same CD40 agonist was shown to increase
pancreatic carcinoma sensitivity to chemotherapy in a PDAC mouse model associated with a switch of
infiltrated macrophages due to an increase in CCL2 expression and IFNγ in these mice [54]. This last
study opened promising perspectives for combination therapies. CCR5 antagonists such as maraviroc
provided an anti-tumor effect in a phase I trial in patients with liver metastasis of advanced refractory
colorectal cancer correlated with a macrophage repolarization [53].
Furthermore, a majority of cancer cells express a high amount of CD47 at their surface,
which interacts with signal regulatory protein alpha SIRPα on myeloid cells such as macrophages
to transmit the “do not eat me” signal. This inhibition of phagocytosis of autologous cells exists in
homeostatic conditions by the prevention of myosin IIA accumulation at the phagocytic synapse.
Anti-CD47 antibodies or engineered SIRPα–Fc fusion were shown to restore macrophage ability to
phagocytose cancer cells and prime cytotoxic CD8 T-cells, leading to the tumor regression in several
tumor models and in clinical trials. Two anti-CD47 antibodies (Hu5F9-G4 and CC-90002) and one
soluble recombinant SIRPα-crystallizable fragment (Fc) fusion protein (TTI-621) are currently being
tested in phase I clinical trials in AML and other hematological malignancies, pediatric brain tumors,
and some multiple solid tumors (trial numbers NCT02678338 and NCT03957096). To minimize the
off-target toxicity (transient anemia), bispecific antibodies targeting both CD47 and tumor-associated
antigens were recently developed and obtained promising results [61].
Specific pathways involving STAT3 or STAT6 characteristic of an anti-inflammatory response can
be targeted to modify M2 characteristics of TAMs. For instance, through its ligation to the IL-10 receptor,
IL-10 and IL-6 induce the activation of STAT3 necessary to drive an anti-inflammatory effect. Formerly,
microtubule-stabilizing agents such as paclitaxel were shown to promote polarization of MDSC to
macrophages with the M1 phenotype via suppression of STAT3 phosphorylation [62]. The STAT3
axis was then more specifically targeted with an intravenous injection of a STAT3–small interfering
RNA (siRNA)–CpG conjugate which was shown to silence the immune suppressor gene STAT3,
reprogramming the functions of TAMs correlated with an immune-mediated tumor rejection [63].
A recent in vitro study showed that corosolic acid, packaged within long-circulating liposomes and
coupled to an anti-CD163 antibody, inhibited the activation of STAT3 in human M2 type macrophages
and their IL-10-induced gene expression [16]. In the same way, STAT6, one of the major signal
transducers activated by IL-13, involved in M2 polarization, can be inhibited by different synthetic
molecules (AS1517499, TMC-264, A771726), leading to an inhibition of tumor growth in the 4T1
mammary tumor model and modification of genetic markers for TAM infiltration [64].
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Furthermore, microRNA (miRNA)-155 is best characterized as a pro-inflammatory miRNA since
it enhances M1-like macrophage activation by decreasing inhibitors of pro-inflammatory responses
and targets the IL-13 receptor to reduce alternative macrophage activation [65]. Currently, several
miRNAs are implicated in the regulation of macrophage activation and polarization in cancer [66],
and developments of pharmacological formulations that either suppress or enhance the activity
of selected miRNAs to reprogram the TAM phenotype are emerging. For instance, targeting of
miRNA-processing enzyme DICER in macrophages with lysozyme-M-driven Cre prompts M1-like
TAM reprogramming in lung carcinoma and MC38 tumors [67].
The switch of M2 TAMs toward an M1-like phenotype can also be driven by rapamycin,
which is an mTORC1-specific inhibitor, inducing an anti-tumor effect in a hepatocarcinoma mouse
model [68]. Moreover, inhibitors of PI3kγ, a molecule upstream of mTOR, are able to promote
TAM-immunostimulatory responses in several cancer models [69]. Activation of MAPKs via
production of ROS, thanks to a copper chelator, CuNG (N-(2-hydroxy acetophenone) glycinate),
can convert suppressive TAMs toward a pro-inflammatory phenotype [70]. M1 genes such as iNOS
and CXCL9 can also be upregulated concomitantly with the downregulated expression of M2 genes,
arginase-1 and CD206, thanks to the inhibition of the CYP4X1 monooxygenase or the activation of
the autophagy-induced RelB/p52 by flavonoids in glioma or hepatocellular carcinoma models [71,72].
Several synthetic molecules can also actively reverse the M2 phenotype of TAMs such as TMP195,
an HDAC inhibitor, in breast cancer mouse models, or paclitaxel, an anti-microtubule agent, in patients
with ovarian carcinoma [73,74].
Combination strategies were also reported to have a good effect on TAMs reprogramming.
Anti-CD40 was combined with anti-CSF-1R to create a pro-inflammatory environment eliciting T-cell
responses before depletion of TAMs [75] or with chemotherapies such as imatinib (tyrosine kinase
inhibitor) with strong tumor regression in a gastrointestinal tumor mouse model [76]. A TLR9 agonist
(IMO-2055) combined with chemotherapies and anti-VEGF showed anti-tumor activity in advanced or
metastatic lung cancer [77]. Moreover, TLR9 agonists were also able to enhance radiofrequency-induced
CTL responses, potentiating the inhibition of primary tumor growth and lung metastasis [78].
Regulating macrophage mitochondrial function is another way to activate the reprogramming
of TAMs. Indeed, downregulation of the gene encoding pyruvate dehydrogenase is avoided by
dampening the nuclear respiratory factor 1 degradation under hypoxia, which minimizes the Warburg
effect and promotes M1 polarization of TAMs [79]. Moreover, cancer cells secrete lots of lactate through
glycolysis, which is recognized by Gpr132 at the surface of TAMs and promotes M2 polarization.
PPARγ agonists, which are suppressive for the Gpr132 axis, or siRNA silencing of Gpr132, was
successfully used to desensitize TAMs to lactate stimulation in a breast tumor model [80,81].
Finally, recent studies identified novel drug targets for further investigation in the future.
For instance, loss of Gadd45b, a gene involved in the regulation of growth and apoptosis in myeloid
cells, restored activation of pro-inflammatory functions of TAMs and intra-tumor immune infiltration
in a fibrosarcoma mouse model [82]. Interfering with angiopoietin family molecules might be an
effective strategy for reprogramming TAM polarization in NSCLC [83]. CaMKK2 was defined as a
new myeloid-selective checkpoint and could be blocked to facilitate a favorable reprogramming of
immune cells in the TME [84]. Several studies also proposed to reprogram the energetic metabolism
in TAMs, in which fatty-acid oxidation is preponderant, decreasing lipid and cholesterol intake and
metabolism [85,86].
2.3.3. Inhibition of Recruitment
Modulation of the recruitment of monocytes and macrophages to the tumor site in order to
disrupt TAM populations represents a promising complementary therapeutic strategy. Inhibition
of CCR2/CCL2- and CSF-1R-dependent signaling pathways is a major focus in this field, as direct
targeting of CCR2/CCL2 showed positive outcomes in various experimental cancer models [87–91].
However, clinical translation proved to be problematic. Clinical trials with agents depleting CCL2
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(carlumab or CNTO888) or blocking CCR2 (MLN1202) showed poor therapeutic responses when used
as monotherapies [92,93]. In fact, administration of an anti-CCL2 antibody initially showed decreased
levels of CCL2 but led to elevated levels of this chemokine in the long term. Moreover, additional
precaution must be taken, as discontinuation of CCL2 therapy in murine models of breast cancer
showed increased monocyte mobilization and tumor progression [92]. Phase I and II clinical trials
with carlumab were carried out in patients with different type of tumors and indicated that CCL2
levels were only partially suppressed associated with no therapeutic efficacy [94,95]. The blockade of
CCR2 by PF-04136309 was assessed in a phase Ib trial in patients with pancreatic cancer in combination
with folfirinox chemotherapy. Compared to no response with the monotherapy, 97% of patients with
the combination showed an objective tumor response and others showed a local tumor response [96].
These results showed high complexity and mechanistic redundancy within the CCR2/CCL2 axis,
which still needs to be addressed. An alternative approach could be the indirect inhibition of the
CCR2/CCL2 pathway. It was observed that, in a mouse model of glioblastoma, TAMs express
aryl hydrocarbon receptor (AHR), which, upon activation by tumor released kynurenine (KYN),
upregulates CCR2 expression. Blocking the AHR led to decreased TAM infiltration and tumor growth
with concomitant increased survival of the animals [26].
Targeting of CSF-1R also showed a decrease in macrophage/monocyte recruitment [97]. In spite of
this, numerous clinical trials showed a limited therapeutic effect when CSF-1R was targeted alone [98],
with the exception of benign tenosynovial giant cell tumors, where a decrease in TAM infiltration and
disease stabilization was achieved [99]. Efficacy of CSF-1R inhibitors is still being tested in anticancer
therapies, also in the form of broad-spectrum kinase inhibitors such as chiauranib (CSF-1R, VEGF1-3,
PDGFRα, c-Kit, Aurora B inhibitor) [100] and pexidartinib (CSF-1R, KIT, FTL3 inhibitor), with potential
anticancer results [101].
Research on a mouse model of lung adenocarcinoma showed that FGF released by CAF induced
TAM recruitment. Blocking of FGF receptor (FGF-R) with the Fgfr tyrosine kinase family inhibitor
AZD4547 showed strong TAM abolishment and tumor regression, making this receptor a potential
therapeutic target [102]. In addition, targeting other important molecules for monocyte/macrophage
recruitment in cancer, i.e., catecholamines by 6-hydroxydopamine [103] and complement components
such as C5a, may also be promising in cancer treatment [104].
3. T-Regs
3.1. Overview on T-Regs and Their Physiological Functions
T-regs are a lymphoid cell population with a key function in modulating an immune-suppressed
TME. T-regs are a subset of CD4+ T-cells identified by expression of transcription factor forkhead
box P3 (FOXP3) and can be defined as CD4+ CD25+ FOXP3+ T-cells [105]. Compared to naïve
T-regs, activated T-regs express higher levels of CC chemokine receptor 4 (CCR4) [106], CD28 [107],
glucocorticoid-induced TNFR family related gene (GITR) [108], cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
(CTLA-4) [109], lymphocyte-activation gene-3 (LAG-3, also known as CD223) [110], neuropilin 1
(Nrp-1) [111], programmed cell death-1 (PD-1) [112], T-cell immunoglobulin and mucin-domain
containing-3 (TIM-3) [113], T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains (TIGIT) [114],
and V-domain Ig suppressor of T-cell activation (VISTA) [115]. T-regs are essential to maintain
immunity equilibrium (i.e., self-tolerance) and resolve inflammation [116]; depletion of T-regs leads
to autoimmune diseases in murine models [117]. T-regs regulate immune responses through four
major mechanisms [118]: (i) secretion of inhibitory cytokines such as IL-10, IL-35, and TGF-β; (ii) direct
cytolysis of target cells by the secretion granzyme-A, granzyme-B, and perforin [119]; (iii) IL-2
deprivation due to a high-affinity for CD25 (IL-2 receptor) [120]; and (iv) modulation of maturation
and/or function of DC which permits activation of effector T-cells. Moreover, it was shown that
LAG-3, a high-affinity binder of the MHC class II molecule required for maximal T-reg suppression,
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could abort DC maturation through induction of an immune receptor tyrosine-based activation motif
(ITAM)-mediated inhibitory signaling pathway [110].
3.2. Tumor-Infiltrating T-Regs
T-regs play a pernicious role in a tumor context by suppressing anti-tumor responses which
limit the efficacy of cancer immunotherapy [111,121]. T-regs could infiltrate many solid human
tumors since there are several studies which report an increased proportion of T-regs in the TME of
melanoma patients [121], as well as lymphoma [122], breast and pancreatic cancers [123], and ovarian
and lung [124] cancers. An increase in the proportion of tumor-infiltrating T-regs (TI T-regs) is often
linked to a poor survival rate in many cancers. Despite the development of immunotherapies showing
spectacular clinical responses, some patients do not respond to these therapies. As T-regs are mainly
present in tumor tissues, they constitute an attractive target in T-cell infiltrating tumors. Therefore,
depleting effector T-regs would modify the equilibrium in TME from immune suppression to active
anti-tumor activity, while preserving a continual supply of effector T-regs from intact naïve T-regs.
The latest therapeutic advances targeting T-regs by using antibodies, vaccines, or small molecules
specific for T-reg features are summarized in Figure 3.
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3.3.1. Antibodies Depleting Tumor-Infiltrating T-Regs
Several antibodies were found to deplete T-reg cells including basiliximab, a chimeric anti-CD25
monoclonal antibody, which was first tested in kidney transplant patients and showed a transitional
loss of FOXP3+ and FOXP3− CD25+ T-cells in the circulation [125]. Daclizumab, an FDA-approved
monoclonal antibody against the CD25 receptor, showed a durable decrease of circulating T-regs
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without impairing vaccine-induced T-cell responses, reducing CD25 and FOXP3 expression of T-regs
and increasing their secretion of IFN-γ [126].
The anti-CCR4 antibody displayed an effective role in specifically depleting effector T-regs and
increasing the induction of tumor antigen-specific CD4 and CD8 T-cells in vivo [106]. Indeed, antibodies
against CCR4 decrease the proportion of TI T-regs in murine tumors [127], and a humanized anti-CCR4
antibody, KW-0761, is being tested in early clinical trials in patients [128]. Recent studies showed that
targeting the CCL22–CCR4 axis could also deplete T-regs and block their interaction with DC, allowing
a stronger immune response as DCs regulate adaptive immunity through the constitutive expression
of CCL22 [129]. Interestingly, treating T-cells with the CCR4 ligand, CCL17, can disable the production
of IFN-γ, thus suggesting chemokines as factors that can directly reprogram the functionality of
T-cells [127].
An agonistic anti-GITR antibody (non-depleting) can reduce the T-reg cell-mediated suppressive
function and increase the effector function of conventional T-cells in mouse models [108]. The agonistic
antibody for GITR is already being tested on melanomas and other advanced solid tumor patients.
Recently, this antibody was shown to lead to an important reduction of TI T-regs in mice [130] and
could overcome resistance to immunotherapy in human solid cancers [131]. This study showed a
decrease of peripheral and TI T-regs after anti-GITR antibody TRX518 (NCT01239134) treatment,
providing an easily assessable biomarker of anti-GITR activity. Nonetheless, these results do not reveal
a major clinical response despite T-reg depletion and increased T-effector:T-reg ratios in patients and in
advanced tumor-bearing mice. Yet, combination with PD-1 blockade could overcome resistance of
advanced tumors to anti-GITR monotherapy. Furthermore, antibodies against GITR, while capable of
reprogramming T-regs, can also enhance the proliferation and cytokine production of intra-tumor CD8
T-cells [132].
CD28 is a co-stimulatory receptor that represents the strongest secondary stimulus for T-reg
functionality. Indeed, blocking CD28 signaling using anti-CD28 antibodies completely inhibits their
stability and function. Furthermore, using anti-CD28 in cancer impairs TI T-reg differentiation and
function, reducing their capacity to suppress anti-tumor immune responses and promoting tumor
control [107]. CD28 binding is opposed by CTLA-4, an inhibitory receptor that competes for binding to
the same ligands, B7-1 and B7-2, on antigen-presenting cells [133].
Immune checkpoint blockade antibodies, such as anti-CTLA-4, anti-PD-1, or anti-TIGIT,
were tested to deplete T-regs since they are upregulated both on CD8 T-cells and T-regs in tumors,
enhancing anti-tumor T-cell functions while simultaneously disabling T-regs to potently enhance
the liver cancer immune response [134]. Using an experimental model of Fc-receptor deficient mice,
the anti-tumor effect of the anti-CTLA4 antibody was shown to be dependent on antibody-dependent
cellular cytotoxicity of TI T-regs instead of re-activating conventional T-cells [135].
In cancer patients, strong correlations were reported between the clinical efficacy of ipilimumab
and decrease in TI T-reg proportion. Some T-regs express PD-1, but possible effects of PD-1 blockade on
PD-1-expressing T-regs in tumor tissues remain unknown [136]. A recent study showed that deletion
or blockade of PD-1 increases proliferation and immunosuppressive activity of PD-1+ T-regs in humans
and mice [137]. Apparently, PD-1+ effector T-regs could display a major role in hyper-progressive
disease (HPD) development (i.e., rapid progression of the cancer instead of its regression in certain
cancer patients treated with anti-PD-1 antibody), indicating that deletion of T-regs in tumor tissues
could be effective in treating HPD during anti-PD-1 mAb therapy. CD28 blocking antibody can
also be used to reprogram T-regs influencing effector T-cell activation, acquisition of the glycolytic
metabolism essential for effector functions, and the effectiveness of PD-1 checkpoint blockade treatment.
In tumor-bearing mice, B7 co-stimulation is required for successful PD-1 therapy. Moreover patients
treated by PD-1 therapy exhibited CD8 T-cells expressing CD28 [138].
LAG-3 expression on T-regs was also shown to be required for maximal suppressive activity, as
the blockade abrogates T-reg function in in vitro proliferation assays [110]. Additionally, transfection
of LAG-3 in non-T-reg CD4 T-cells resulted in the acquisition of a regulatory phenotype, with reduced
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proliferation of co-cultured responder T-cells. More recent studies showed that LAG-3 promotes
T-reg differentiation, while LAG-3 blockade inhibits T-reg induction [139]. This study also showed
that blockade or genetic deletion of LAG-3 maintained CD4 T-cells in a Th1 phenotype, with LAG-3
restricting IL-2 and STAT5 signaling, adjusting their capacity to be suppressed by T-regs.
However, unlike PD-1+/hi Tregs, TIM-3+ TI T-regs displayed higher a suppressive capacity due to
a stronger expression of CTLA-4 and CD39. Increased ingress of TIM-3+ CD4 T-cells or TIM-3+ T-regs
is associated with a poor prognosis in patients with various malignancies including non-small-cell
lung cancer [140].
Several teams showed that TIGIT+ T-regs display higher immunosuppressive activity than TIGIT−
T-regs [141]. Nonetheless, the effect of the anti-TIGIT antibody on established tumors remains to be
determined, especially if it acts on T-regs, CD8 T-cells, or both.
The VISTA monoclonal antibody increases the proportion of tumor-specific T-cells in the periphery,
leading to ingress, spread, and effector function of TI T-cells within the TME. VISTA blockade changes
the suppressive function of the TME by decreasing the proportion of MDSC, increasing the rate of
activated dendritic cells within the TME, and reducing the appearance of tumor-specific T-regs [142].
Another study showed that VISTA monotherapy did not avoid recruitment of T-regs in the TME [143].
Indeed, VISTA blockade leads to transition of CD8 T-cells into functional effector T-cells, but is not
sufficient to shrink tumor growth due to weak T-reg suppression in the TME. Nonetheless, combination
of VISTA with CTLA-4 blocking antibodies efficiently inhibited T-reg recruitment and increased the
ratios of both CD8 T-cells/T-regs and CD4 conventional T-cells/T-regs in the TME, which will be more
effective than combined PD-1 and VISTA blockade for tumors in which T-reg-mediated immune
regulation is dominant (such as head and neck squamous cell carcinoma).
Denileukin difitox (Ontak®) is a recombinant fusion protein product of the diphtheria toxin
and IL-2 that selectively binds to the IL-2 receptor of cells and inhibits protein synthesis after its
internalization [144]. Recently, a second-generation diphtheria-toxin-based fusion protein associated
with a better tolerance (i.e., fewer vascular leak adverse events) showed interesting results both alone
and in association with PD-1 blockade [145].
Depleting Nrp-1 in TME-infiltrating T-regs in a melanoma mouse model increases their ability
to produce IFN-γ, which reinforces CD8 T-cell responses within the TME in a paracrine fashion and
promotes the reprogramming of other TI T-regs into IFN-γ-producing cells [111].
3.3.2. Tumor-Infiltrating T-Reg Vaccine Approaches
As ectopic expression of FOXP3 in conventional T-cells confers an immunosuppressive phenotype,
a strategy for targeting FOXP3 was developed to counteract imperfect immune responses against tumor
cells. A recent study showed delayed tumor growth, decreased production of IL-10, IL-2, and TGF-β,
and increased survival of mice after inoculation of the FOXP3-silenced B16F10 melanoma cell line
compared to mice injected with the wild-type cell line [146]. Moreover, a tumor cell vaccine associated
with FOXP3 gene silencing can improve the efficacy of therapeutic anti-tumor vaccination [147].
Furthermore, a recent study showed that vaccination of mice with Fox–Fc DNA vaccine/recombinant
FOXP3–Fc fusion protein induced a CTL response against FOXP3+ T-regs, which decreased tumor
growth and prolonged survival rates [148]. These results showed that the FOXP3 vaccine displays
an immune response against tumors by targeting both T-regs and MDSC, which could be used as a
potential immunotherapy approach [149].
3.3.3. Small Molecules for T-Reg Depletion or Functional Modulation
Repeated exposition of high-dose chemotherapy, cyclophosphamide, an alkylating molecule which
interferes with DNA replication, kills proliferating cells and impacts all T-cells. Low-dose administration
of cyclophosphamide over a long period was shown to selectively deplete highly proliferating T-regs in
tumor tissues, and enhance anti-tumor immune responses in humans and rodents [150,151]. Low doses
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of cyclophosphamide deplete TI T-regs in metastatic colorectal cancer patients [152]. Several studies
combined chemotherapeutic agents such as cyclophosphamide with other drugs targeting T-regs [153].
TCR signaling molecules which are differentially controlled in T-regs in comparison with
conventional T-cells can also be targeted. Indeed, ZAP-70, which is specifically repressed in T-regs
upon TCR activation, can be targeted to abrogate TCR signaling by interfering with TCR proximal
signaling molecules, resulting in selective death of T-regs, in particular effector T-regs [154].
Moreover, anti-tumor immune responses were increased by an inactivating mutation (D910A
mutation) in phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) p110δ or a knockout of PI3K in T-regs in mice,
without autoimmunity in the mutant mice [155]. However, PI3K activity seems to be essential for T-reg
survival and function. Indeed, genetic deletion or pharmacological inhibition of the PI3K subunit
p110δ selectively impairs TI T-reg function and favors anti-tumor immune responses [156].
T-regs regulate immune responses trough the secretion of inhibitory cytokines such as TGF-β,
IL-10, and IL-35. Their increase in tumors is associated with a poor prognosis in various cancer
types. TGF-β promotes the differentiation of induced T-regs in vitro [157]. Deletion of IL-10 in T-regs
induces spontaneous colitis, highlighting the physiological importance of T-reg-derived IL-10 [158].
T-reg-derived IL-10 alters the myeloid compartment in the TME, indirectly providing regulation of
T-cell-mediated anti-tumor immune responses through upregulation of T-cell stimulatory molecules
such as major histocompatibility complex class II and CD80 on intra-tumor DCs [159].
Finally, the next challenge in T-reg targeting will be to use optimized antibodies specific for TI
T-regs or engineered IL-2 molecules which do not bind T-regs [160]. Future generations of T-reg-based
immunotherapies must consider (i) a suitable combination of targets to promote effector responses,
(ii) abolishing specific TME T-reg infiltration or function, and (iii) determining the appropriate timeline
of therapeutic administration leading to a better benefit/risk ratio.
4. MSCs
4.1. Overview on Normal MSCs and Their Physiological Functions
Mesenchymal progenitor cells were firstly isolated three decades ago from bone marrow (BM-MSC).
Since this first characterization, it was shown that MSCs can be isolated from most tissues including fat
tissue (adipocyte-derived mesenchymal stem cells), skin, heart, kidney, etc., or from perivascular space
(pericyte-derived MSCs) [161,162]. They are capable of differentiating into fibroblasts, adipocytes,
osteoblasts, chondroblasts, vascular and perivascular structures, etc. They could be isolated on the
basis of their ability to adhere to the plastic and for the expression of CD73, CD90, and CD105 markers.
They do not express CD45, CD34, CD14, CD19, and human leucocyte antigen DR (HLA-DR) [161].
MSCs possess hallmark characteristics of stem cells or at least progenitor cells with regard to their
self-renewal and differentiation properties [162]. MSCs could be used as therapeutic agents for
regenerative medicine as they could contribute to tissue healing, mainly through the secretion of
paracrine factors such as cellular adhesion molecules (including VCAM-1 and ICAM-1), growth factors
(including TFG-β, EGF, HGF), cytokines (such as IL-1α, IL-1β, IL-6, and IL-8), angiogenic factors
(such as VEGF and PDGF), and immunomodulatory molecules (PGE2). In addition, MSCs play a role
in immune tolerance, through their immunosuppressive effects on T- and B-lymphocytes, and their
influence on macrophage and dendritic cell polarization, thus preventing immunoreaction in both
physiological and pathological conditions [163,164].
4.2. MSCs in Cancer
Although MSCs can halt cancer progression by inducing apoptosis, suppressing signaling
pathways, initiating cell-cycle arrest, and increasing infiltration of monocytes and granulocytes [165,166],
the majority of publications report pro-tumor activities. MSCs are able to stimulate tumor growth,
increase angiogenesis, and favor metastasis development mainly through the release of activating
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factors such as cytokines and growth factors including IL-6 [167] and GDF15 in hematological
malignancies [168].
In solid cancers, following recruitment to the tumor site, MSCs as CA-MSCs (cancer-associated
MSCs) are distinct from the original cells. These infiltrated MSCs were described as having a role to
play in ovarian cancer progression by releasing IL-6, CXCR1/2 ligands (CXCL1, CXCL2, and IL-8),
and related cytokine leukemia inhibitory factor (LIF) [167,169]. MSCs are also able to promote tumor
growth and metastasize through direct cell-to-cell contact or through their secreted exosomes, which are
able to carry different molecules such as IL-6, TFG-β1, CCL2, and fibronectin, or miR-375, miR340 and
miR-155 [162]. These exosomes also participate in tumor homing in vivo, indicating that MSCs play a
role in metastasis [170]. The mechanisms via which exosomes promote cell proliferation, increase cell
survival, activate the AKT and the MAPK pathways, and also inhibit p38, p53, and JNK pathways are
being studied.
They also were described to enhance vascular endothelial growth factor (VEGF) expression
in tumor cells by activating the extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) pathway [171].
Moreover, MSCs can inhibit the immune response mediated by NK cells [172], T-lymphocytes,
or macrophages [173]. They are able to inhibit T-cell proliferation through the secretion of TGF-β and
HGF, which induce T-cell proliferation arrest in the G1 phase and apoptosis of activated T-cells [172].
MSCs are also able to alter the activation and the differentiation process of T-cells and promote the
generation of T-regs. In addition, MSCs could suppress the proliferation, differentiation, and activation
of B-cells [172]. Through their inhibition of the T/B-cell immune response, MSCs are involved in
tumor progression as tumor cells will not be recognized by the cellular and humoral effectors of the
immune response.
MSCs could also inhibit the activation of dendritic cells, downregulating their endocytotic and
IL-12 secreting activities [172] and activating the generation of TAMs through the release of CXCR1/2
ligands [174]. Finally, MSCs are also implicated in the acquisition of chemoresistance via i) the release
of soluble factors by MSCs (IL-6, IL-8, VEGF), ii) an exchange of membrane proteins between MSCs and
tumor cells, iii) the release of exosomes, or iv) through the direct interaction within tumor cells [175].
4.3. MSC Targeting
4.3.1. Inhibition of Recruitment
MSCs are recruited to the tumor site from the bone marrow in response to soluble factors produced
by tumor cells, such as IL-1, SDF-1, CCL5, and more recently the aspartic acid protease cathepsin
D [176–178]. They can also migrate with the tumor cells from the primary tumor to another site and
promote the growth of distant metastasis [179]. In the hypothesis that the use of antibodies targeting
these chemoattractive molecules could be a way to limit MSC recruitment to the tumor sites, no results
on in vivo models are reported in the literature.
4.3.2. Reprogramming
CA-MSCs closely associated with both solid and hematologic malignancies were genetically
and phenotypically analyzed [180]. As an example in myeloma patients, CA-MSCs which express
alterative cytokines (IL-6, GDF15, IL-8) have an abnormal proliferative capacity, and present distinctive
gene expression profiles [181]. In other hematological malignancies, it was shown that tumor cells
activate the AKT/mTOR pathway in MSC and elicit VEGF and HIF-1 production. With regard to solid
cancers, Rafii et al. [175] and more recently Mishra and Banergee isolated mesothelial-like stem cells
(which presented a typical fibroblast-like phenotype) and identified the expression of several membrane
markers that could be targeted such as CD9, CD10, CD29, CD73, CD146, and CD166 [182]. Finally,
Vishnubalaji showed that MSCs could even transform into sarcoma cells and become neoplastic [180].
Taken together, all these observations led to the affirmation that CA-MSCs acquired different
potencies when they were activated by the tumor microenvironment. They express several proteins
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that in theory could be targeted in order to eliminate CA-MSCs without affecting the other MSCs even
if, to our knowledge, it is yet to be performed.
4.3.3. Blocking Functions
Pro-tumor molecules such as IL-6, IL-8, and HGF secreted by CA-MSCs or their receptors can
be blocked to circumvent the pro-tumor effects of the MSC. Pasquier et al. showed that tocilizumab
(anti-IL-6R therapy) in association with chemotherapy significantly reduced ovarian cancer progression
induced by MSC recruitment in an in vivo model [183].
Le Naour et al. showed that ovarian CA-MSCs overexpress CXCR1/2 ligands, which are involved
in ovarian cancer progression and the acquisition of chemoresistance. They used a CXCR1/2 inhibitor
to sensitize ovarian tumor cells to carboplatin and circumvent the pro-tumor effects of CA-MSCs.
They showed that CXCR1/2 inhibition could be a potential therapeutic strategy to revert carboplatin
resistance mediated by MSCs [184].
Another strategy could be to inhibit the effects of the MSC-released molecules. Castells et al.
showed that MSCs secreted molecules able to activate the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt
signaling pathway, inducing the phosphorylation of the X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP;
caspase inhibitor from inhibitor of apoptosis protein (IAP) family). This IAP activation leads to a
chemoresistance acquisition of the ovarian cancer cells (inhibition of apoptosis). Targeting XIAP in
ovarian cancer could be of particular interest to circumvent pro-tumor effects of MSCs. SMAC mimetics
such as DEBIO1143 could inhibit cIAP proteins. This compound was evaluated in both hematological
or solid malignancies for its capacities to inhibit cIAP and promote the sensitization of tumor cells
to chemotherapies both in mice models [185] and in clinical trials [186]. SMAC mimetics potentiate
the effect of chemotherapy such as platinum salt. They induce tumor stabilization and regression.
They are currently being studied in phase III clinical trials.
4.3.4. Blocking the Cell-to-Cell Contact
MSCs could act on tumor cells through a direct cell-to-cell contact. BM-MSCs may affect developing
myeloma cell lines via direct cell-to-cell interactions. Breast and ovarian cancer cells at least transiently
acquire new functional properties following interaction with MSCs via gap junctional intercellular
communication or Notch signaling in vitro and in vivo. Several molecules and receptors are involved
in the interactions between cells, such as ICAM-1 expressed on MSC and mucin-1 (MUC-1) on
the cell surface of breast cancer cells [187]. Blocking Eph/Ephrin signaling affects cell attachment
in vitro leading to cell death [188]. Cell-to cell contact and fusion are involved in chemoresistance
acquisition mediated by MSCs, as this contact can induce membrane exchanges between the cells and
the acquisition of new properties by the tumor cells (such as MDR proteins). Oncological trogocytosis
and a fusion between the cells (hybrid) were described. The tetraspanin CD9 could be involved in
the chemoresistance acquisition of the hybrid cells [175,189]. Targeting this molecule and inhibiting
MSC/tumor cell fusion could be a way of inhibiting MSC pro-tumor activities.
4.3.5. Inhibition of the MSC Immune Suppressor Capacities
MSCs are known to inhibit the anti-tumor immune response through their action on T- and
B-lymphocyte activation and M2 macrophage polarization. Recent work showed that the CXCR1/2
blockade could prevent M2 macrophage polarization mediated by the CXCL1/2 ligands secreted by
MSCs. The macrophages retained an M1 polarization, allowing tumor cell phagocytosis and tumor
regression [184].
To conclude on MSCs, it remains difficult to establish a therapeutic strategy that specifically
targets the CA-MSCs and abolishes their pro-tumor effects. However, numerous studies enabled
the description of MSC biology, particularly in a tumor context, such as recruitment to the tumor
sites, activations, and secreted molecules. Therefore, it is possible to consider in the short term the
establishment of new therapies that would target signaling pathways activated in cancer cells and
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stromal cells by CA-MSCs. We can also decide to not eliminate MSCs but to use them as therapeutic
agents. MSCs present well-established tumor-homing properties. They could, therefore, serve as
promising systemic delivery tools. This idea was first suggested by Studeny et al. who showed that
injected genetically engineered MSC cells (MSC–IFN-β) suppress the growth of pulmonary metastases,
through the local production of IFN-β in the tumor microenvironment [190]. Since 2004, many
researchers developed other genetically engineered MSCs producing TRAIL, IL-12, HSV-Tk, or sodium
iodide symporter (NIS) and even a hepatocellular carcinoma-specific oncolytic adenovirus [191].
They both showed anti-tumor effects following injection of the genetically engineered MSCs to
tumor-bearing animals. Taken together, all these studies revealed that, despite the fact that MSCs
could promote tumor growth, they can serve as vehicles to specifically target anti-tumor molecules to
tumor sites. This led to the proposal of clinical trials. Two trials are ongoing for ovarian cancer patients.
The first involves the injection of genetically engineered MSCs expressing IFNβ, and the other involves
oncolytic virus-loaded MSCs [192]. Finally, exosomes participate in tumor cell-to-MSC communication
and are implicated in cancer pathogenesis. MSC exosomes could even display anti-tumor activities.
They can act alone or as valuable vehicles for drug delivery. Exosomes derived from MSC enhance
radiation effects observed in the control of metastatic spread of melanoma cells [193]. MSC-derived
exosomes were shown to suppress oral cancer cell proliferation, invasion, and migration through
microRNA-101-3p-targeting [194]. Lastly, in vivo taxol-loaded MSC-derived exosomes not only reduce
the subcutaneous primary tumor but also prevent metastasis [195].
Therefore, if we cannot specifically circumvent CA-MSC pro-tumor effects, they can be used to
target tumors.
5. CAFs
5.1. Overview on Normal Fibroblasts and Their Physiological Functions
Under physiological conditions, fibroblasts are encased within the interstitial extracellular matrix,
representing the main component of the connective stromal tissue. Amongst stromal cells, fibroblasts
represent the major cell type and contribute to the main functions of the connective tissue. Indeed,
by producing extracellular matrix (ECM) proteins and ensuring their reorganization, as well as secreting
several cytokines, chemokines, growth factors, and metabolites, they shape the tissue architecture
while providing mechanical and metabolic support to the other cell types, and particularly epithelia.
Fibroblasts also contribute to the regulation of the tissue immune response by regulating the recruitment
of immune cells and sensitizing them to bacterial lipopolysaccharide. Thus, fibroblasts play crucial
roles in tissue development, homeostasis, and repair [196].
Tissue-resident fibroblasts remain quiescent and display low proliferative and secretive rates.
To date, the molecular signature of this quiescent state remains largely incomplete due to the lack of
specific markers. Fibroblast-specific protein 1 (FSP1), also named S100A4, was routinely used until
it was shown to also be expressed by macrophages and cancer cells [197]. Interestingly, a definite
interplay between fibroblasts and their tissue of residency was highlighted [198]. Indeed, depending
on their organ and site of origin, fibroblasts display differential transcriptional programs under the
control of specific epigenetic alterations, demonstrating the tissue-specific plasticity of these cells and
explaining the ECM particularities depending on the organs [199]. The ECM is mainly composed
of collagens (type I, III, and V), elastin, fibrin, fibronectins, proteoglycans, and glycosaminoglycans,
creating a three-dimensional network sheltering other stromal cells (immune, vascular, and glial cells,
and neurons) [200]. In fact, ECM production, degradation, and interactions are most certainly the main
fibroblast functions, making them essential players in tissue homeostasis regulation and remodeling.
Therefore, as described for fibroblast types, ECM composition and organization also varies depending
on the organ and localization within the tissue.
However, in response to injury, leading to wound healing, or under pathological conditions
such as chronic inflammation, epithelial and immune cells secrete several cytokines (IFN-γ, TNF-α,
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IL-1, IL-6, and IL-8) and growth factors (TGF-β, PDGF (platelet-derived growth factor), and FGF2)
activating fibroblasts, which changes their morphology from an elongated and fusiform shape to a
wide cruciform shape, mainly due to the expression of αSMA (smooth muscle actin). These now-called
myofibroblasts display increased migratory, secretive, and proliferative capacities but are, in turn,
also more susceptible to epigenetic alterations [201]. In wounds, these activated fibroblasts actively
remodel the ECM via the secretion of several ECM components and matrix-degrading proteases,
including metalloproteinases (MMPs), cathepsins, urokinase–plasminogen system proteins, tissue
inhibitors of MMPs (TIMPs), and aggrecanases, as well as protease inhibitors, facilitating the repair
process [202]. In a physiological context, such as wound healing, fibroblast activation is reversible.
Indeed, in response to other cell signals, they also express an intrinsic program aiming to control ECM
remodeling and prevent any excessive scarring process, which could lead to fibrosis and dysfunctional
regeneration, harmful for the tissue and the organ [203]. Epigenetic alterations, such as RASAL1
promoter hypermethylation leading to Ras-GTP activity in renal fibrosis, seems to contribute to the
mechanism underlying excessive fibroblast activation [204]. Aging and fibroblast senescence are also
known to participate in tissue-resident fibroblast activation [205], and may play a role in malignancy.
5.2. Cancer-Associated Fibroblasts
CAFs are a complex of dynamically heterogeneous population of mesodermal cells in solid
tumors, and represent a dominant cell type. CAF functions are different from those of tissue-resident
fibroblasts, since these fibroblastic populations, with different origins, irreversibly develop an activated
phenotype following chronic tumor-derived stimulation. This conversion stage is most likely epigenetic,
as reported for skin fibroblasts upon leukemia-inhibitory factor chronic autocrine stimulation [206].
Intriguingly, global hypomethylation of the CAF genome was also reported, possibly involved in the
upregulation of genes encoding for pro-tumorigenic secreted proteins [207]. Hence, CAFs are recognized
as the main producers within the tumor of cytokines, chemokines, metabolites, and extracellular
matrix-modifying enzymes such as matrix metalloproteases, which fuel tumor progression (growth and
metastasis). Nevertheless, discrepancies regarding the pro- or anti-tumoral role of CAFs emerged
and could be explained by either their different origins or their dynamic phenotypic evolution during
tumor progression, implying heterogeneity in markers and in functions.
CAFs present in the tumor bed are a mix of mesodermal cells, mainly originating from the
activation of tissue-resident quiescent fibroblasts, which expand in the host tissue upon chronic
stress induced by the developing tumor. CAFs may also originate from distant sources such as the
bone marrow, thereby forming a functionally distinct stromal cell population as reported in breast
cancer [208]. Trans-differentiation of local stromal cells was also described to give rise to CAF-like
populations, through program switches called endothelial-to-mesenchymal transition for pericytes
or endothelial cells [207], and epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) for epithelial cells [207].
Since CAFs display normal allelotypes, at least in pancreatic cancer [209], EMT-derived CAFs may not
arise from tumor cells directly but from normal epithelial cells, which receive paracrine signals that
induce alterations in their epithelial programs from the adjacent tumor, (i.e., cell polarity, cell-to-cell
and cell-to-ECM junctions). Alongside the generation of CAFs, this EMT program may dampen the
so-called epithelial intercellular surveillance, thereby fostering tumor progression [210]. Nevertheless,
the biological origin of the different hypothetic CAF populations is still under debate due to the lack
of specific markers for each population. Transcriptional analyses at the single-cell level in tumors
will soon lead to the identification of molecular signatures of the different stromal cell populations
and specific markers, which are necessary to clearly identify their biological origins (for example,
through genetic lineage tracing) and respective functions.
Numerous non-specific markers for CAFs were reported due to the different cell origins.
Tissue-resident fibroblasts exhibit different organ-specific transcriptomic profiles [198], implying
organ-specific markers for CAFs derived in the respective tumors. For example, αSMA+ CAFs
are predominant in pancreatic cancer arising from resident fibroblastic stellate cell activation [211],
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whereas PDGFRα+ CAFs reflect in melanoma the activation and expansion from dermal fibroblasts [212].
Lack of specific markers for each hypothetical CAF population implies the overlap of different markers,
such as FSP1/S100A4 and αSMA markers in pancreatic or breast CAFs [207]. Based on the relative
co-expression of six fibroblastic markers (αSMA, FAPα (fibroblastic-activated protein α), integrin
β1/CD29, S100-A4/FSP1, PDGFRβ, and CAV1 (caveolin 1), Costa et al. identified, by fluorescent analysis
cell-sorting, four distinct CAF subsets in human breast cancer that accumulate differentially in tumors
and juxta-tumors, one of these being functionally endowed with immunosupressive properties [213].
Neuzillet et al. proposed the “pCAFassigner” classification to segregate pancreatic patient tumors
into prognosis groups depending on expression levels of three different markers, i.e., periostin, MYH11
(myosin-11), and podoplanin [214]. Prognostic signatures of stroma based on the identification
of different marker sets (gene expression studies) were uncovered in patients to predict survival,
recurrence, or resistance to neoadjuvant chemotherapies, in several cancers; however, the lack of
uniformity between tumors, probably reflecting CAF heterogeneity, will require the design of specific
signatures for each pathology [215].
Markers most commonly used to identify CAFs relate to the main biological functions of CAFs,
as the main producers of ECM components (collagens I and II, fibronectin, tenascin-C, and periostin),
remodeling enzymes (lysyl oxidases, matrix metalloproteases, and their inhibitors), secreted growth
factors (e.g., TGFβ, VEGF, PDGFs, EGF, FGFs, CTGF (connective growth factor), WNTs), and cytokines
(IL-6, CXCL12), and as contractile cells (cytoskeletal components such as αSMA). Intriguingly, distinct
spatial tissue distributions in pancreatic cancer between different reported CAF populations expressing
specific markers may result from different dialogues with tumor cells; inflammatory IL-6+ CAFs, distant
from tumor cells, receive an IL-1 signal which triggers the JAK–STAT pathway activation and promotes
a CAF inflammatory state, whereas CAFs residing in the vicinity of tumor glands mainly receive a TGFβ
signal that favors a myofibroblastic SMA+ state by antagonizing the IL-1 signal [216,217]. This example
provides a mechanism through which distinct spatial fibroblast niches are established in the tumor
microenvironment, and also illuminates the importance of studying CAF functional heterogeneity by
considering their spatial distribution [218]. Very recently, single-cell RNA sequencing to pancreatic
tumor tissue identified distinct CAF subsets, confirming the existence of distinct myofibroblastic
and inflammatory CAF subsets, and providing novel marker genes for these cells (TNC, TGFB1,
THY1, TAGLN, COL12A1, and PDGFRB for myofibroblastic CAFs, or CLEC3B, COL14A1, GSN,
LY6C1, and CXCL12 for inflammatory CAFs). This study also identified a new CAF subtype that
expresses MHC class II-related genes and specific markers (SLPI, SAA3, CD74, H2-AB1, NKAIN4,
IRF5), and induces T-cell receptor ligation in CD4+ T-cells in an antigen-dependent manner [219].
Since these CAFs lack the co-stimulatory molecules required to induce T-cell proliferation, they are
hypothesized to inhibit optimal T-cell response.
Pro- and anti-tumoral functions were attributed to CAFs in cancers, most certainly due to their
different origins, and phenotypic evolution during tumor progression. The two-step activation
model differentiating normal active fibroblasts (part I) from CAFs further supports the concept of
the fibroblast’s dual behavior against or supporting tumor cell growth during cancer initiation or
progression, respectively. If one considers tumors as a wound that never heals, it is conceivable that
acutely (reversibly) activated fibroblasts will restrain tumor initiation (such as in wound-healing
process), whereas chronically (irreversibly) activated fibroblasts will sustain tumor progression [220].
Studies describing pro-tumorigenic functions for CAFs are more numerous than those attributing
restraining activities. This may result from CAF heterogeneity within a same tumor and from ad-mixing
experiments using ex vivo primary CAF cultures established from patient tumors; a possible enrichment
in these cultures of tumor-promoting CAFs (at the expense of tumor-restraining CAFs) may result
from the secretion by these CAFs of pro-survival factors that promote not only tumor cell growth and
invasion but also autocrine growth stimulating loops in CAFs [221].
CAF pro-tumorigenic functions are mainly triggered by their altered secretomes, whereby paracrine
signaling from CAFs boosts tumor progression by positively impacting on cancer cell survival,
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proliferation, stemness, metabolism, metastasis-initiating capacity, and resistance to therapies
(reviewed in Reference [221]). Soluble factors reported to be involved in such dialogues largely
comprise soluble (growth factors, cytokines, and chemokines) and insoluble proteins (extracellular
matrix (ECM)), such as CXCL12, TGFβ, FGFs, HGF, IL-6, or periostin [222–227]. These proteins
act on tumor cells, but also indirectly stimulate tumor growth by impacting other stromal cells,
such as endothelial cells, thereby remodeling the tumor vasculature, or immune cells, favoring the
specific recruitment or intra-tumor polarization of pro-tumorigenic inflammatory cells (reviewed in
Reference [228]). An explanation for altered protein secretomes in pancreatic CAFs was reported to
depend on exacerbated mTOR-induced protein synthesis, the targeting of which revealed a therapeutic
benefit in vivo, restraining tumor growth and metastasis, as well as re-sensitizing cancer cells to
chemotherapy [229,230]. Other paracrine factors secreted by CAFs that support tumor growth by
improving tumor energy synthesis include lipids, such as recently demonstrated in pancreatic tumors,
where CAFs undergo a dramatic lipid metabolic shift [231], or metabolites such as lactate or ketone
bodies [232].
ECM proteins and ECM-remodeling enzymes secreted by CAFs not only support cancer cell
survival by stimulating integrin receptor signaling in cancer cells or by releasing ECM-sequestered
growth factors, respectively (reviewed in Reference [233]), but compose a crosslinked collagen fiber
network organized into a parallel orientation forming stiff “migration highways” that promote the
directionality and velocity of cancer cells (reviewed in Reference [234]), through cooperative collective
invasion with CAFs [235]. Communication between CAFs and cancer cells also involve extracellular
microvesicles that transmit biological information by carrying microRNAs, long non-coding RNAs
(lncRNAs), proteins, or metabolites, both locally and at distance, thereby involved in preparing distant
pre-metastatic niches (reviewed in Reference [236]. Such cargo functions for extracellular microvesicles
may in the future have clinical utility.
Whether CAF populations involved in restraining tumor progression correspond to fibroblasts
resistant to irreversible conversion into CAFs, or to distinct CAF subsets remains unknown. There is a
growing body of evidence suggesting that cancer cells influence normal fibroblasts to suppress their
tumor-suppressing activity. In a normal setting, stromal cells secrete TGF-β inhibitors [237] or the
β-catenin-signaling inhibiting factor SLIT2 [238], or express safeguard checkpoints (e.g., p53) [239],
which, upon epithelial stress (e.g., carcinogenesis initiation), will restrain epithelial cell proliferation.
Inactivation of these stromal checkpoints was correlated with tumor progression. Tumor-suppressing
functions of CAFs were reported in pancreatic cancer, in which targeting the believed pro-tumor
hedgehog signaling pathway in CAFs, or genetic depletion of αSMA+ CAFs from tumors unexpectedly
enhanced tumor progression. These results, therefore, suggest that Hedgehog-responsive and
myofibroblastic αSMA+ CAFs may comprise two tumor-suppressive subsets. Interestingly, these two
subsets may belong to the same CAF population since it was shown, using a Hedgehog pathway
reporter allele, that nearly all αSMA+ fibroblasts are Hedgehog-responsive. Further supporting the
tumor restraining effect of the Hedgehog pathway, a clinical trial that combined chemotherapy with
IPI-926, a small-molecule inhibitor of the Hedgehog pathway, was aborted due to a shortened patient
overall survival (NCT01130142) [240].
5.3. CAFs Targeting
Therapeutically targeting CAFs in cancer may have its use, as they are (i) the most numerous
cell type in many fibrotic aggressive tumors, e.g., pancreatic cancer, (ii) endowed with tumor-growth
features, and (iii) genetically stable and consequently less likely than tumor cells to acquire therapeutic
resistance. Nevertheless, until CAF tumor-suppressive subsets are clearly identified and characterized,
such targeting strategies may not be as promising as expected.
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5.3.1. Depletion
Strategies attempting to ablate CAFs from tumors using cell subset markers provided promising
therapeutic benefits when targeting the FAPα+ fibroblasts in pancreatic carcinoma [241], but not the
αSMA+ subsets [242], further strengthening the functional diversity of these distinct CAF populations.
Preclinical studies targeting FAPα+ fibroblasts with either a DNA vaccine against FAPα, an FAPα
enzymatic inhibitor, an FAPα antibody, or chimeric antigen receptor T-cells targeting FAPα, also
provided promising preclinical results in mice [243], but failed in clinical trials (phase II in metastatic
colorectal cancer using a humanized anti-FAPα antibody or the inhibitor PT-100) [243,244]. Outcomes of
a novel strategy targeting FAPα+ cells using a recombinant fusion protein that targets an engineered
variant form of IL-2 to human FAPα+ cells, to stimulate a local immune response, are awaited
(phase I and II clinical trials in combination with EGFR inhibitor (NCT02627274) or anti-PD-L1 antibody
(NCT03386721)). Another CAF subset (CD10+ GPR77+) was identified in chemotherapy-resistant breast
tumors, the targeting of which using a neutralizing anti-GPR77 antibody abolished tumor formation
and restored tumor chemosensitivity of patient-derived xenografts [245]. CAFs from pancreatic cancer
were described to express the somatostatin receptor sst1, whose activation using an sst1 agonist
(SOM230, pasireotide) inhibited the mTOR protein synthesis pathway in CAFs, thereby dramatically
decreasing the secretion of pro-tumor secreted proteins, including IL-6, inhibiting tumor growth
and metastasis, and restoring chemosensitivity in preclinical mouse models including PDX [229,230].
Clinical phase I trials using pasireotide with the chemotherapies, gemcitabine or FOLFIRI, showed
manageable safety profiles in patients with gastrointestinal malignancies and provided preliminary
signals of activity. Larger phase II trials are, therefore, warranted. This therapeutic approach using
SOM230 targeting CAF protein synthesis of secreted factors sounds wiser than drugs targeting single
secreted proteins, since compensatory functions between the large panel of CAF secreted factors may
occur. An example of such a strategy targets the HGF-cMet signal using a neutralizing anti-HGF
antibody or cMet inhibitor, demonstrating early signs of anti-tumor activity in a phase I clinical
trial [246,247].
5.3.2. Reprogramming
Strategies to reprogram CAFs to re-normalize tumor stroma targeted the epigenetic machinery, or
pathways involved in CAF activation, e.g., TGF-β-mediated Smad2/3 signaling, using the viTAMsin-D
derivative or the bioactive lipid lipoxin A4 [248,249], providing encouraging growth suppression in
preclinical models.
Strategies using CAF’s enzymatic features as a means of drug delivery are being developed,
such as a prodrug or micelles encapsulating a chemotherapeutic drug, designed to be
cleaved using the protease activity of CAF-expressed FAPα or MMPs, respectively [250,251].
LRRC15+ (leucine-rich-repeat-containing) CAFs were targeted using an LRRC15–antibody drug
conjugate (phase I ABBV-085) to deliver an anti-mitotic drug. Recent approaches which may delay
peritoneal metastasis were designed to use CAFs as ecological traps that attract disseminated cancer
cells, by encapsulating live CAFs into microparticles that are intraperitoneally injected and then
retrieved using the microparticle’s magnetic properties [252].
6. Conclusions
In this review, we highlighted cellular components of the TME, notably TAMs, T-regs, MSCs,
and CAFs, which can be pro-tumorigenic by promoting cancer cell survival, immune system
evasion, chemoresistance, migration, and metastasis. Interestingly, these infiltrated cells share
the ability to produce the same cytokines involved in all these pro-tumorigenic mechanisms, including,
for instance, TGF-β, one of the key mechanisms suppressing immune effectors including NK cells [253].
Therapeutically targeting these cells or the soluble factors they secrete may have great benefits in
cancer. The most promising preliminary results were obtained by exhausting TAMs with anti-CSF-1R
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or abrogating T-reg functions with anti-PD-1. Even if no real response was achieved in vivo with
monotherapy, combination strategies, in particular anti-CSF-1R/chemotherapy, showed a good tumor
regression in patients. Targeting CAFs or MSCs could also be an interesting breakthrough. However,
strategies available to date are not as promising as expected for targeting CAFs and not specific enough
for targeting MSCs. Development of combination therapies acting both to suppress TME barriers
and stimulate immune responses remains the most promising for patient survival. Many advances
are yet to come with a better understanding of tumor immunology, identification of new targets,
and optimization of immunotherapy protocols.
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ACTIVATION DES LYMPHOCYTES T GAMMA DELTA 
DANS LES CANCERS 
Les lymphocytes T (LT) γδ présentent une hétérogénéité structurelle et fonctionnelle 
et forment un pont entre l’immunité innée et adaptative. Ils comprennent notamment les LT 
Vγ9Vδ2, qui représentent 1 à 5% des LT circulants, proportion qui peut rapidement croître en 
réponse à un stress (inflammation, infection ou cancer). Les LT Vγ9Vδ2 sont très 
cytotoxiques et produisent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires. Ces fonctions sont 
permises suite à la reconnaissance d’antigènes non peptidiques par leur TCR, appelés 
phosphoantigènes (PAgs), de façon indépendante des molécules du CMH. Différentes 
études ont montré que les LT Vγ9Vδ2 sont capables de tuer un large panel de cellules 
tumorales provenant de cancers solides et hématologiques, mais cet effet est limité par 
l’apparition d’anergie. 
Leur activation est médiée par différentes protéines, notamment les butyrophilines 
(BTN) BTN2A1 et BTN3A1, formant un complexe autour du TCR Vγ9Vδ2 et permettant la 
reconnaissance du PAg. D’autres acteurs interviennent également pour réguler ce 
mécanisme comme le transporteur ABCA-1 ou encore la protéine RhoB. 
Dès lors que le rôle de RhoB dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par des cancers 
solides n’est pas clairement défini, le premier objectif de mes travaux de thèse visait à 
préciser davantage ce mécanisme, grâce à un modèle in vitro de cancer du poumon. Par 
ailleurs, les LT Vγ9Vδ2 présentent la faculté originale mais peu étudiée de pouvoir s’activer 
en l’absence de cellule cible. Ainsi, l’objectif de la seconde partie de mes travaux de thèse 
était de caractériser cette « self-activation ».  
L’ensemble de ces résultats soulignent l’importance de la compréhension du 
mécanisme complexe d’activation des LT Vγ9Vδ2 pour améliorer leur efficacité en clinique. 
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